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ZUSAMMENFASSUNG 
 
Validierung eines Immunoassays für Inhibin B im Serum und Korrelation der Meßwerte mit 
allelischen Varianten des Follikelstimulierenden Hormon Rezeptors bei fertilen und infertilen 
Männern 
 
Daniel Stähle 
 
Inhibin B fungiert beim Mann innerhalb der Hypophysen-Gonaden-Achse als negativer Feedback-
Regulator für die FSH Ausschüttung. Seine Funktion als „Marker“ für die Spermatogenese bzw. eine 
vorliegende Hodenschädigung gewinnt zunehmend an Bedeutung. Als Produkt der Sertoli-Zellen ist 
seine Ausschüttung von der Funktionsfähigkeit der FSH-Rezeptoren abhängig. Demzufolge könnten 
Veränderungen des Rezeptors, die als eine mögliche Ursache der männlichen Infertilität in Betracht 
kommen, auch mit unterschiedlichen Inhibin Werten einhergehen. Neben einzelnen Mutationen im 
FSH-Rezeptor konnten auch zwei polymorphe Positionen entdeckt werden. Diese führen zur 
Ausprägung von zwei Rezeptorvarianten. Für diese kann ein Proband entweder homozygot für die 
eine oder andere Variante sein oder es liegt eine Heterozygotie vor.  
Mittels eines neuen, spezifischen Inhibin B ELISAs sollten hier fertile und infertile Männer in 
Abhängigkeit der bei ihnen festgestellten FSH-Rezeptorvariante verglichen werden. Dazu wurde 
zunächst eine Validierung des neuen Inhibin B ELISA Systems durchgeführt. Anschließend wurden 
aus Serum der Probanden FSH, LH, Testosteron (in der Routinediagnostik) und Inhibin B mittels 
ELISA bestimmt. 
Mit der Validierung des Assaysystems sollte geprüft werden ob dieser Assay zuverlässige Werte für 
die Serum-Inhibin B Bestimmung liefert. Mit der folgenden Bestimmung des Inhibin B sollte geklärt 
werden ob 1) die negative Korrelation zwischen Inhibin B und FSH bestätigt werden kann, 2) die 
Inhibin B Werte Aussagen über den FSH-Rezeptortyp zulassen, 3) diese Rezeptorvarianten als 
Ursache der Infertilität in Frage kommen und dies über die Inhibin B Werte quantifizierbar ist. 
Die Ergebnisse lassen sich folgendermaßen zusammenfassen: 1) Mit dem Inhibin B ELISA steht ein 
sehr sensitives und bisher einziges Verfahren zur quantitativen Bestimmung des Inhibin B im Serum 
zur Verfügung. 2) Die negative Korrelation zwischen Inhibin B und FSH konnte in beiden Gruppen 
nachgewiesen werden. 3) Die Inhibin B Werte unterscheiden sich in beiden Gruppen nicht signifikant 
in Abhängigkeit des FSH-Rezeptortyps. 4) Die Bedeutung des Polymorphismus des FSH-Rezeptors 
als Ursache der männlichen Infertilität ist als gering einzuschätzen. 
 
Abkürzungsverzeichnis 
AG   Antigen 
AK   Antikörper 
AMH   Anti Müller Hormon 
AS   Aminosäure 
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cAMP   cyclisches Adenosinmonophosphat 
CV   Coefficient of Variation 
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ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent Assay 
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1. Einleitung 
 
Die Diagnostik und Therapie von Fertilitätsstörungen nimmt in den letzten Jahren 
immer breiteren Raum ein. Dabei ist das Augenmerk schon länger nicht mehr 
ausschließlich auf die Frau gerichtet, sondern es werden auch zunehmend Männer zum 
Ziel klinischer Diagnostik und Forschung. Die Zunahme erklärt sich zum einen daraus, 
daß etwa 15-20% der Partnerschaften ungewollt kinderlos bleiben und zum anderen aus 
der Erkenntnis, daß sich eingeschränkte reproduktive Funktionen eines Partners durch 
erhaltene Funktionen des anderen Partners kompensieren lassen bzw. Störungen erst 
durch zusätzlich vorhandene Störungen des Partners evident werden. Laut WHO (WHO 
1987) sind die Ursachen für ungewollte Kinderlosigkeit in 20% der Fälle allein beim 
Mann und in weiteren 26% bei Mann und Frau zu suchen. Da die ungewollte 
Kinderlosigkeit in den Industrienationen eine Prävalenz von etwa 14% erreicht und in 
etwa der Hälfte der Fälle auch eine Ursache beim Mann angenommen werden muß, so 
ergibt sich daraus eine Prävalenz der Zeugungsunfähigkeit beim Mann von etwa 7% 
(Nieschlag 2000a). Diese Zahl verdeutlicht, daß es sich hier also nicht um seltene 
Erkrankungen handelt, sondern vielmehr um eine häufig vorkommende 
Beeinträchtigung der (reproduktiven) Gesundheit. Wichtig ist daher eine eingehende 
Untersuchung und Diagnostik auch auf Seiten des Mannes, wobei den im Vergleich zur 
Frau nicht weniger komplexen physiologischen Abläufen und pathophysiologischen 
Veränderungen Rechnung zu tragen ist. Dabei gilt es vor allem, die bislang als 
idiopathisch klassifizierten Ursachen der männlichen Infertilität aufzudecken. 
Im hiesigen Institut wurde daher eine Studie an anfangs 48 Männern durchgeführt mit 
der Zielsetzung, Mutationen im FSH-Rezeptor als mögliche Ursache einer bestehenden 
Infertilität zu verifizieren. Das gesamte FSH-Rezeptor-Gen wurde zunächst sequenziert 
und auf Mutationen untersucht. Dabei wurde lediglich eine klinisch unbedeutende 
Mutation entdeckt (Austausch von Valin zu Alanin an Position 341 der Proteinkette). 
Allerdings zeigten sich bei der Analyse des Gens auch 2 Polymorphismen im Bereich 
von Exon 10. Zum einen handelt es sich um das Vorhandensein von Threonin oder 
Alanin an Position 307, zum anderen um das Auftreten von Serin oder Asparagin an 
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Position 680. Daraufhin erfolgte die Ausweitung der Studie. 86 fertile und 75 infertile 
Männer waren eingeschlossen. Bei diesen insgesamt 161 Probanden sollte der 
Zusammenhang zwischen FSH-Rezeptortyp (festgelegt durch die jeweils auftretenden 
Polymorphismen) und klinischen Parametern (FSH, LH, Testosteron und Inhibin B im 
Serum; Hodenvolumen) untersucht werden, um einen möglichen Einfluß des Rezeptor-
Typs auf die Fertilität zu dokumentieren. 
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit dem Teilprojekt der Inhibin B Bestimmung 
mittels eines neuen Inhibin B-ELISA-Kits. Im Vordergrund steht zuerst die Validierung 
des Assaysystems und anschließend die Bestimmung der Hormonwerte im Serum der 
Probanden mit der Frage nach einer Korrelation zwischen Inhibin B und dem 
vorliegenden Rezeptortyp. 
1.1. Funktionelle Anatomie der Hoden 
 
Die Hauptaufgaben der Hoden bestehen in der Produktion der männlichen Gameten und 
der männlichen Steroidhormone, der Androgene. Beide Prozesse vollziehen sich in 
voneinander getrennten Kompartimenten. So läuft die Spermatogenese in den 
Samenkanälchen (Tubuli seminiferi) und die Steroidsynthese im Interstitium, dem 
Zwischenraum der Samenkanälchen, ab. Die Unversehrtheit beider Kompartimente ist 
unabdingbare Voraussetzung für einen normalen Ablauf beider Vorgänge. 
1.1.1. Das interstitielle Kompartiment 
 
Im Interstitium, dessen Volumenanteil beim Menschen 12-15% beträgt (Weinbauer et 
al. 2000), finden sich Nerven, Blut- und Lymphgefäße, Makrophagen und Monozyten 
sowie als wichtigste Zellgruppe die Leydig-Zellen. Diese differenzieren sich aus Zellen 
des Interstitiums unter dem Einfluß des LH (luteinisierendes Hormon) und produzieren 
das Testosteron. Die ausgereiften Leydig-Zellen zeichnen sich durch reichhaltiges 
glattes endoplasmatisches Retikulum und Mitochondrien mit tubulären Cristae aus, 
typische Charakteristika von steroidproduzierenden Zellen (de Kretser et al. 1995). 
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1.1.2. Das tubuläre Kompartiment 
 
Im tubulären Kompartiment, Volumenanteil ca. 60-80%, liegen die Keimzellen sowie 
Sertoli-Zellen und peritubuläre Zellen als Abkömmlinge der somatischen Zellen 
innerhalb der Lobuli, die von Bindegewebssepten gebildet werden. Innerhalb eines 
Lobulus bilden die verschiedenen Zelltypen die Tubuli seminiferi. Jeder Tubulus ist von 
einer Lamina propria umgeben, die sich aus einer Basalmembran und den peritubulären 
Zellen zusammensetzt. Bei den peritubulären Zellen handelt es sich um kontraktile 
Myofibroblasten. Sie liegen in mehreren konzentrischen Lagen um den Tubulus, wobei 
ihre koordinierten Kontraktionen zu einer peristaltischen Welle entlang des 
Samenkanälchens führen, so daß im Tubuluslumen ein Transport der Spermien zum 
Ausführungsgang hin erfolgt. Die Eigenschaft der Kontraktilität ist an das 
Vorhandensein von Aktin gebunden. Im präpubertären Hoden kann Aktin jedoch nicht 
nachgewiesen werden, seine Bildung wird erst durch die einsetzende Testosteronbildung 
induziert (Weinbauer et al. 2000). 
Die Sertoli-Zellen sitzen der Basalmembran auf, ragen bis in das Lumen hinein und 
besitzen zahlreiche zytoplasmatische Ausläufer ausgehend vom Zellkörper. Sie bilden 
praktisch den Stützapparat des Keimepithels und dienen somit den Keimzellen als 
Leitschiene während ihrer Differenzierung. Hierfür sind besondere Strukturen an der 
Zelloberfläche verantwortlich. Wichtig ist in diesem Zusammenhang, daß jede einzelne 
Sertoli-Zelle mit einer festgelegten Anzahl von sich entwickelnden Spermien, ca. 4 pro 
Zelle, interagiert. Somit ist das Ausmaß der Spermatogenese direkt von der Anzahl der 
vorhandenen Sertoli-Zellen abhängig (Weinbauer et al.2000).. 
Da diese Zellgruppe 35-40% des gesamten Keimepithels ausmacht, ist das 
Hodenvolumen im adulten Zustand ebenfalls eng an die Zellzahl gekoppelt. Ihre Teilung 
und Differenzierung vollzieht sich bis etwa zum 15. Lebensjahr unter dem Einfluß des 
FSH (follikelstimulierendes Hormon) und endet sobald die ersten meiotischen 
Keimzellen erscheinen. Ferner steuern Sertoli-Zellen die Spermatogenese mittels 
zahlreicher verschiedener Sekretionsprodukte. Diese Vielseitigkeit spiegelt sich auch in 
der Morphologie der Zellen wieder. So finden sich im Zytoplasma glattes und rauhes 
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endoplasmatisches Retikulum zur Steroid- bzw. Proteinsynthese, Mikrotubuli dienen 
der Änderung der Zellform, Lysosomen zeigen Phagozytoseaktivität an, der stark 
ausgeprägte Golgi-Apparat dient zum Transport und zur Verpackung der 
Sekretionsprodukte. 
1.1.2.1. Die Blut-Hoden-Schranke 
 
Eine weitere Hauptaufgabe der Sertoli-Zellen besteht in der Bildung der Blut-Hoden-
Schranke. In den basolateralen Abschnitten der Zellen bilden sich spezielle 
Verbindungen, die „occluding tight junctions“, entlang des gesamten Zellumfanges aus. 
Hierdurch wird das tubuläre Kompartiment in einen basalen und adluminalen Bereich 
unterteilt. Innerhalb dieser anatomisch getrennten Bereiche liegen die Keimzellen in 
verschiedenen Stufen ihrer Ausreifung. Dabei finden sich Spermatogonien und frühe 
Spermatozyten im basalen, die fortgeschrittenen Entwicklungsstufen jedoch im apikalen 
Kompartiment. 
Der Durchtritt durch die Blut-Hoden-Schranke wird durch einen synchronisierten Ab- 
und Wiederaufbau der tight junctions ober- bzw. unterhalb der Keimzellen 
bewerkstelligt, so daß diese buchstäblich durchgereicht werden. Ebenso unterscheidet 
sich das Flüssigkeitsmilieu diesseits und jenseits der Blut-Hoden-Schranke. Während im 
basalen Kompartiment ein dem Blut ähnliches Milieu vorherrscht, ist im apikalen 
Kompartiment eine hauptsächlich von den Sertoli-Zellen selbst sezernierte Flüssigkeit 
anzutreffen. Diese enthält mehr Kalium- als Natriumionen sowie weitere Bestandteile 
wie Aminosäuren, Proteine und Androgene. Die apikal gelegenen Keimzellen können 
also ihren Nährstoffbedarf nicht direkt aus dem Blutmilieu decken, sondern sind auf 
eine Versorgung über die Sertoli-Zellen angewiesen. Zu diesem Zweck stehen 
unterschiedlichste Transportmechanismen zur Verfügung. Zu nennen sind selektiver 
Transport, Transzytose und Synthese und vektorielle Sekretion. Letztere ist in erster 
Linie zuständig für die Bildung des androgenbindenden Proteins, seine Koppelung mit 
Testosteron und deren Sekretion in das Tubuluslumen. 
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1.1.2.2. Die Spermatogenese 
 
Die Spermatogenese vollzieht sich in drei Schritten: Vermehrungs-, Reifungs- und 
Differenzierungsperiode. Mit zunehmender Reifung entfernen sich die Zellen von der 
Basalmembran des Tubulus seminiferus und gelangen in zentral, zum Lumen hin, 
gelegene Abschnitte des Keimepithels. Dabei werden beim Mann sechs Stadien 
durchlaufen, wobei die zeitliche Abfolge aller Stadien als Zyklus der Spermatogenese 
bezeichnet wird. 
Die Zyklusdauer beim Menschen beträgt 16 Tage, so daß die Entwicklung von vier 
Spermien aus einer Spermatogonie rechnerisch ca. 64 Tage dauert. Räumlich zeigt sich 
innerhalb der Tubuli seminiferi eine sukzessive Abfolge der verschiedenen Stadien 
nacheinander, jedoch nicht in longitudinaler, sondern in helikaler Anordnung. Es ist 
daher möglich, in benachbarten Bereichen bei in sich verschachtelten Helices auch 
unterschiedliche Stadien anzutreffen. In diesem Zusammenhang spricht man auch von 
der Welle der Spermatogenese. 
In der Vermehrungsperiode teilen sich die Stammzellen der Spermatogenese, die 
Spermatogonien. Sie liegen der Basalmembran an und werden in zwei Subtypen 
unterteilt: Typ A- und Typ B-Spermatogonien. Von den Typ A-Spermatogonien sind 
wiederum zwei Formen bekannt. Bei den Ad-Spermatogonien handelt es sich um 
Reservestammzellen, die sich jedoch nur teilen, wenn die Stammzellpopulation 
geschädigt ist. Die Ap-Spermatogonien differenzieren sich zu den Typ B-
Spermatogonien; diese entwickeln sich weiter und teilen sich mitotisch in die 
Spermatozyten I (primäre Spermatozyten). Charakteristisch ist, daß diese Zellen und alle 
folgenden Stadien bis zu den Spermatiden durch Zytoplasmabrücken miteinander 
verbunden bleiben. Innerhalb der Reifungsperiode verdoppeln die Spermatozyten I ihre 
DNA (tetraploide Zellen) und treten in die erste meiotische Teilung ein. Aus einer 
Spermatozyte I entstehen so zwei Spermatozyten II (sekundäre Spermatozyten) mit je 
einem diploiden Chromosomensatz. Diese teilen sich in der zweiten meiotischen 
Teilung in je vier Spermatiden mit haploidem Chromosomensatz, von denen je zwei ein 
X- bzw. Y-Chromosom tragen. Sie kommen nahe des Tubuluslumens zu liegen und 
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reifen in der Differenzierungsperiode zu den elongierten Spermatiden aus 
(Spermiogenese). 
In dieser Phase werden die Zytoplasmabrücken gelöst und es stellen sich zahlreiche 
morphologische Veränderungen ein. Die Spermatiden strecken sich und das 
Akrosombläschen entsteht aus Lysosomen des Golgi-Apparates (Golgi-Phase). Danach 
entwickelt sich das Akrosom, das die vordere Hälfte der Spermatide bedeckt 
(Kappenphase). Aus dem Akrosom werden Substanzen freigesetzt, die unter der 
Fertilisierung die Penetration in die Eizelle ermöglichen. Zentriolen und Zytoplasma 
werden zum hinteren Zellpol verschoben. Von dort aus bildet sich das Flagellum mit 
den umgebenden Mitochondrien (Akrosomphase). Überschüssiges Zytoplasma wird 
abgestoßen und von den Sertoli-Zellen abgebaut. Nun werden die Spermien in das 
Tubuluslumen freigesetzt (Spermiation), anderenfalls von den Sertoli-Zellen 
phagozytiert (Leonhardt 1990, Weinbauer et al. 2000). 
1.2. Die endokrine Regulation der Hodenfunktion 
 
Die endokrine Regulation der Hodenfunktion ist ein komplexes Zusammenspiel 
verschiedener Faktoren auf mehreren Ebenen. Sie wird von einer zentralen Schaltstelle, 
dem Hypothalamus, aus gesteuert, dem die Hypophyse mit ihrer Produktion der 
gonadotropen Hormone nachgeschaltet ist. Diese wiederum steuern die Gametogenese 
und Hormonproduktion innerhalb der Testes. 
1.2.1. Das Hypothalamus-Hypophysen-System 
 
Der Hypothalamus als übergeordnete Schaltstelle liegt als kleiner, rostraler Teil des 
Dienzephalons in der Nähe des dritten Ventrikels. Sein mediobasaler Teil steht über die 
Eminentia mediana und das Infundibulum mit der Hypophyse in Verbindung. Die 
Hypophyse ihrerseits, gelegen unterhalb des Hypothalamus und des Chiasma opticum in 
der Sella turcica, wird in einen anterioren (Adenohypophyse) und posterioren Anteil 
(Neurohypophyse) unterteilt. 
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In seinem medialen Gebiet enthält der Hypothalamus Kerngebiete, in denen 
Peptidhormone synthetisiert werden. Darunter, neben anderen sog. „Releasing-
Hormonen“, auch das gonadotropinfreisetzende Hormon (GnRH). Über die Axone 
dieser Neurone werden die Hormone zum Bereich der Eminentia mediana an der 
rostralen Seite des Hypophysenstiels transportiert, wo sie in den hypophysären 
Portalkreislauf gelangen. Mit Hilfe dieses zweiten Kapillarsystems erreichen sie auf 
kurzem Wege die Zellen der Adenohypophyse. 
Neurosekretorische Neurone aus einem magnozellulären Bereich des Hypothalamus 
ziehen über die Eminentia mediana hinweg zur Neurohypophyse. In ihnen wird 
Oxytocin und Adiuretin transportiert und schließlich im Bereich der Neurohypophyse 
freigesetzt (Voigt 1994; Weinbauer et al. 1996).  
Im Bereich der Adenohypophyse werden in den gonadotropen Zellen auf GnRH-
Stimulation hin luteinisierendes Hormon (LH) und follikelstimulierendes Hormon 
(FSH) produziert. Etwa 15% der Zellen im Bereich der Adenohypophyse zählen zu den 
gonadotropen Zellen. Sie stellen sich zytomorphologisch als basophile, PAS-positive 
Zellen mit reichlich rauhem endoplasmatischen Retikulum, großem Golgi-Apparat und 
zahlreichen Sekretgranula dar. Obwohl in einer Zelle beide Hormone synthetisiert 
werden, findet jedoch ihre Sekretion zumeist getrennt statt. Da die Freisetzung des 
GnRH pulsatil erfolgt, unterliegt auch die Bereitstellung von LH und FSH einem 
pulsatilen Muster, wobei dies beim LH wegen seiner kürzeren Halbwertszeit deutlicher 
in Erscheinung tritt (Weinbauer et al. 2000). In den übrigen Zellen der Adenohypophyse 
werden darüber hinaus das adrenocorticotrope Hormon (ACTH), das 
Wachstumshormon (GH), das Thyreoidea Stimulierende Hormon (TSH) sowie 
Prolaktin (PRL) produziert (Voigt 1994). 
1.2.2. Das gonadotropinfreisetzende Hormon (GnRH) 
 
Das GnRH wird als Dekapeptid von Neuronen des Hypothalamus aus einem 
Vorläuferprotein (PrePro-GnRH) synthetisiert. Dabei wird vom PrePro-GnRH ein 
Signalpeptid, das den Transport zur Zellmembran initiiert, sowie das GnRH-assoziierte 
Peptid (GAP) abgespalten. Im reifen Zustand liegt das GnRH als einsträngiges, 
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zyklisches Peptid mit einer Halbwertszeit von weniger als 10 Minuten vor. Diese erklärt 
sich durch den Abbau des Hormons in der Hypophyse durch Peptidasen. 
Die Aufklärung der Aminosäure (AS)-Sequenz des GnRH-Moleküls führte zum 
Verständnis der biologischen Funktionen verschiedener Abschnitte innerhalb des 
gesamten Moleküls. So ist die biologische Aktivität durch die Positionen 1-3, die 
Rezeptorbindung durch die Positionen 6 und 10 und der enzymatische Abbau durch die 
Positionen 5-6 sowie 9-10 festgelegt. Darüber hinaus konnten somit, durch gezielte 
Substitutionen der AS, Analoga des GnRH mit agonistischer bzw. antagonistischer 
Aktivität entwickelt werden. 
Das GnRH-Gen liegt auf Chromosom 8 (p21-11.2) und besteht aus vier Exons und drei 
Introns. Bei der Translation bleiben Exon 1 und der Hauptteil von Exon 4 
unberücksichtigt, Exon 2 kodiert für das Signalpeptid, das GnRH-Molekül selbst und 
die Hälfte des GAP während Exon 3 lediglich für die andere Hälfte des GAP kodiert. 
Wie bereits erwähnt, wird GnRH pulsatil freigesetzt, allerdings ist noch unklar worin 
die Pulsatilität begründet liegt. Hierbei nehmen Frequenz und Amplitude der GnRH-
Ausschüttung Einfluß auf die LH- und FSH-Freisetzung. Normalerweise treten beim 
Mann alle 60-120 Minuten ein LH- und FSH-Puls auf. Eine erhöhte Pulsfrequenz oder 
eine kontinuierliche Exposition gegenüber GnRH führt jedoch zu einer Inhibition der 
Gonadotropinfreisetzung. Die physiologische Regulation der GnRH-Sekretion erfolgt 
über eine negative Rückkopplung mittels Testosteron und dessen Metaboliten 
(Dihydrotestosteron und Östradiol) auf hypothalamischer und hypophysärer Ebene. Im 
Hypothalamus senken Testosteron und DHT die Pulsfrequenz, in der Hypophyse wirken 
Östrogene direkt auf die Amplituden der LH- und FSH-Freisetzung. Darüber hinaus 
existieren viele weitere Faktoren, die Einfluß auf die GnRH-Sekretion nehmen. 
Stimulatorisch wirkt das noradrenerge System, inhibitorisch dagegen Dopamin, 
Serotonin und GABA. 
Seine Wirkung entfaltet das GnRH über einen Rezeptor, der zur Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehört. Der GnRH-Rezeptor nimmt innerhalb dieser Familie 
eine Sonderstellung ein, da er mit nur 328 AS der Kleinste dieser Gruppe ist und die C-
terminale, intrazelluläre Domäne vermissen läßt. Durch Bindung des GnRH an seinen 
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Rezeptor entsteht der sogenannte Hormonrezeptorkomplex, der internalisiert wird, um 
in den Lysosomen abgebaut zu werden. Durch den Hormonrezeptorkomplex wird ein G-
Protein aktiviert, so daß der Inositoltriphosphat (IP3)-Transduktionsweg eingeschlagen 
wird. Dabei wird via G-Protein die Phospholipase C aktiviert, die 
Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) in IP3 und Diacylglycerin (DAG) spaltet. IP3 
seinerseits fördert die Calciumfreisetzung aus zellulären Speichern. Calcium und DAG 
aktivieren nun die Proteinkinase C (PKC), die Proteine phosphoryliert und über diesen 
Weg den Calciumeinstrom in die Zelle erhöht. Der gestiegene Calciumspiegel führt zur 
exozytotischen Freisetzung der Gonadotropine und stimuliert deren Synthese. 
Die Anzahl der GnRH-Rezeptoren auf der Zelloberfläche wird durch das Vorhandensein 
des Liganden maßgeblich bestimmt. Bei pulsatiler GnRH-Exposition ist die 
Rezeptorexpression hoch, bei Dauerexposition nimmt ihre Zahl ab („down regulation“) 
und die Gonadotropinausschüttung fällt ab (Greger 1994; Weinbauer et al. 1996). 
1.2.3. Die Gonadotropine 
 
Die Gonadotropine FSH und LH gehören zur Familie der Glykoproteinhormone, der 
auch das TSH und das hCG zuzurechnen sind. Sie alle zeichnen sich durch ihre enge 
Verwandtschaft im Aufbau aus. So besteht jedes Hormon aus je einer α- und β-
Untereinheit und enthält an Asparagin gekoppelte Kohlehydratgruppen. 
Charakteristischerweise ist die α-Untereinheit allen Hormonen dieser Familie gemein, 
ihre Spezifität jedoch verleihen ihnen die verschiedene β-Untereinheiten. Diese 
Unterschiedlichkeit kommt auch in der chromosomalen Lokalisation der Gene für die β-
Untereinheiten zum Ausdruck: das FSH-β Gen liegt auf Chromosom 11, während das 
LH-β Gen auf Chromosom 19 lokalisiert ist.  
Die Glykosylierungsstellen im Bereich der AS Asparagin haben eine immense 
funktionelle Bedeutung, da nichtglykosylierte Hormone nicht sezerniert werden und in 
vivo keine Bioaktivität zeigen. Ferner haben unterschiedliche Größen der 
Kohlehydratgruppen sowie deren Verknüpfung mit weiteren spezifischen Gruppen 
Einfluß auf die Eigenschaften der Hormone. Beim LH sorgt ein hoher Anteil an 
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Glukosaminsulfaten für eine schnelle Beseitigung des LH aus dem Blut durch die Leber, 
wogegen das FSH durch Sialisierung vor dem Zugriff der Leber geschützt bleibt. 
Ebenso erklärt die unterschiedliche Glykosylierung die Heterogenität der 
Gonadotropine, von denen verschiede Isoformen existieren. Durch in vitro Studien 
konnte gezeigt werden, daß bestimmte Glykosylierungsstellen zum Beispiel für die 
Rezeptoraktivierung und nachfolgende cAMP Produktion verantwortlich sind. Eine 
besondere Ähnlichkeit der β-Untereinheiten findet sich beim LH und hCG, wobei das 
hCG eine C-terminale Verlängerung aufweist, welche es vor einer schnellen 
Metabolisierung bewahrt. Funktionell aber sind sich beide so ähnlich, daß sie an 
denselben Rezeptor binden.  
FSH und LH werden nach ihrer Synthese in den Zellen der Adenohypophyse in 
Sekretgranula gespeichert und auf GnRH-Stimulation exozytiert. Beide Hormone 
können während der Fetalentwicklung bereits frühzeitig (12. Woche) im Blut 
nachgewiesen werden. Dabei liegt der FSH-Spiegel höher als der des LH. Ebenfalls in 
der 10. Woche beginnt die Produktion von Testosteron im fetalen Hoden unter LH bzw. 
hCG Einfluß. Vor dem Beginn der Pubertät liegen die Gonadotropinspiegel auf 
niedrigem Niveau und auch die Sekretion von GnRH ist nicht nachweisbar. 
Eine pulsatile GnRH-Freisetzung tritt erst mit dem Beginn der Pubertät auf. Es wird 
angenommen, daß eine geringe gonadale Steroidproduktion vor der Pubertät die GnRH-
Produktion über ein negatives Feedback hemmt. Ebenso wie das GnRH wirken die 
Gonadotropine über spezifische Rezeptoren, die ebenfalls zur Familie der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren gehören. Genaueres dazu im Abschnitt „Der FSH-Rezeptor“ 
(Weinbauer et al. 2000). 
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1.2.4. Die Androgene 
 
Hauptvertreter der Androgene beim Mann ist das Testosteron, welches zu mehr als 95% 
aus den Leydig-Zellen des Hodens stammt. Die Tagesproduktion liegt bei ca. 7 mg 
Testosteron. Die restliche im Blut zirkulierende Menge der Androgene wird in den 
Nebennieren synthetisiert. Die Synthese der Androgene erfolgt immer de novo, da die 
Leydig-Zellen über keinerlei Androgenspeicher verfügen (Weinbauer et al. 2000). 
Ausgangsprodukt für die Steroidproduktion ist das Cholesterin. Es kann entweder durch 
die Endozytose zirkulierender LDL-Partikel oder durch Neusynthese aus 
Acetylkoenzym A bereitgestellt werden. Die Konversion von Cholesterin zu Testosteron 
erfolgt über zahlreiche Zwischenschritte, die von den sogenannten mischfunktionellen 
Oxidasen katalysiert werden. 
In einem ersten und zugleich limitierenden Schritt wird das Cholesterin in Pregnenolon 
umgewandelt. Dazu wird das freie Cholesterin zur inneren Mitochondrienmembran 
transportiert, an der das Enzym Zytochrom P450 SCC („side chain cleavage“) lokalisiert 
ist. Dabei wird zunächst an C20 und C22 hydroxyliert und anschließend an der 
Kohlenstoffbrücke zwischen C20 und C22 die Cholesterinseitenkette abgespalten. Alle 
weiteren Schritte ausgehend vom Pregnenolon laufen nun im glatten endoplasmatischen 
Retikulum der Leydig-Zellen ab, da dort die notwendigen Enzymsysteme vorhanden 
sind. Dazu stehen entweder der ∆-4- oder ∆-5-Syntheseweg zur Verfügung. 
Beim ∆-4-Syntheseweg wird über die 3β-Steroidhydrogenase zunächst Progesteron, 
beim ∆-5-Syntheseweg mittels der 17α-Steroidhydroxylase 17α-Hydroxypregnenolon 
aufgebaut. Im menschlichen Hoden wird vornehmlich letzterer Weg beschritten, in 
dessen weiteren Verlauf das 17α-Hydroxypregnenolon zum C19 Steroid 
Dehydroepiandrosteron umgesetzt wird. Durch die 17β-Hydroxysteroiddehydrogenase 
erfolgt die Umwandlung in Androstendiol. Jedoch können durch die 3β-
Hydroxysteroidhydrogenase die Zwischenprodukte des ∆-5-Weges, analog der 
Umwandlung von Pregnenolon zum Progesteron, in Zwischenstufen des ∆-4-Weges 
überführt werden (17α-Hydroxypregnenolon ⇒ 17-Hydrxyprogesteron, 
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Dehydroepiandrosteron ⇒ Androstendion und Androstendiol ⇒ Testosteron). Darüber 
hinaus kann aus dem Testosteron über die Zytochrom P450 Aromatase das 17β-
Östradiol aufgebaut werden (Hydroxylierung an C3, Demethylierung an C10 und 
Aromatisierung des Ringes A) (de Kretser et al. 1995). Neben Testosteron finden sich 
auch 5α-Dihydrotestosteron (DHT), Androsteron, Androstendion sowie Progesteron und 
Pregnenolon unter den Sekretionsprodukten der Hoden.  
Die Kontrolle der Testosteronproduktion obliegt dem LH. LH-Einfluß führt zur 
Bereitstellung des Cholesterins und Aktivierung des Zytochrom P450 SCC mit einer 
nachfolgenden Freisetzung von Testosteron innerhalb von 30-60 Minuten. Pulsatile LH-
Stimulation und hCG-Stimulation ziehen eine ausgedehntere Testosteronproduktion 
nach sich, wohingegen eine Überstimulation mit hohen Dosen der Gonadotropine eine 
„down-regulation“ der LH-Rezeptoren hervorruft, mit einhergehender Refraktärität auf 
LH/hCG Impulse. 
Der Transport der Androgene im Blut geschieht mittels zweier Bindungsproteine. Zum 
einen handelt es sich dabei um das Albumin, zum anderen um das 
sexualhormonbindende Globulin (SHBG). Letzteres gehört zur Gruppe der β-Globuline, 
wird in Leber und Hoden synthetisiert und weist pro Molekül eine 
Androgenbindungsstelle auf. Auch die Plasmakonzentration des SHBG unterliegt der 
hormonalen Kontrolle, wobei ein Anstieg der SHBG-Konzentration kurzfristig zu einer 
Verringerung des freien Testosterons führt, solange bis durch Neusynthese der normale 
Testosteronspiegel wieder erreicht wird. Beide zusammen binden etwa 98% des im Blut 
vorkommenden Testosterons, lediglich 2% liegen in freier Form vor. Die wesentlich 
geringere Affinität des Albumins wird durch seine höhere Plasmakonzentration 
kompensiert, so daß beide anteilig etwa gleich viel Testosteron binden. In der kapillären 
Strombahn wird das Testosteron aus dem SHBG-Hormon-Komplex freigesetzt, wenn es 
zum Kontakt des Bindungsproteins mit der Glykokalyx kommt, die eine 
Konformationsänderung des Proteins induziert. Per diffusionem gelangt das freie 
Testosteron nun in die Zielzellen. Dort wird es mittels der 5α-Reduktase im 
endoplasmatischen Retikulum zum DHT reduziert oder durch Aromatisierung in 
Östradiol umgewandelt. 
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Von der 5α-Reduktase konnten beim Mann zwei Isoformen identifiziert werden, deren 
Gene sogar auf unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert sind: Typ 1, mit einem 
Wirkoptimum im basischen Bereich, findet sich hauptsächlich in der Haut, der Leber 
und im Gehirn, Typ 2 dagegen, mit einem pH-Optimum im sauren Bereich, ist 
vorzugsweise in Prostata, Nebenhoden etc. aktiv. 
Die Inaktivierung des Testosterons erfolgt durch eine Umwandlung zu 17-
Ketosteroiden, die teils frei, teils glukoronidiert mit dem Urin ausgeschieden werden. 
Die Effizienz dieser Inaktivierung resultiert in einer mit 12 Minuten nur kurzen 
Halbwertszeit des Testosterons im Plasma. 
Ihre Wirkungen können die Androgene jedoch nur mittels eines spezifischen 
Androgenrezeptors vermitteln. Er gehört zur Familie der Steroidhormonrezeptoren, die 
an spezielle Bereiche der DNA binden und die Transkription der nachgeschalteten Gene 
induzieren. Charakteristisch für die Rezeptoren dieser Familie ist ein Aufbau aus einer 
N-terminalen, einer DNA-bindenden und einer hormonbindenden Domäne. Während 
die N-terminale Domäne relativ vielgestaltig ist, zeigen die beiden Übrigen eine 
ausgeprägte Homologie innerhalb der Rezeptorfamilie. 
Das Androgenrezeptor-Gen liegt auf dem X-Chromosom und besteht aus 8 Exons. Exon 
1 kodiert für die N-terminale, Exons 2-3 für die DNA-bindende und Exons 4-8 für die 
steroidbindende Domäne. Innerhalb der DNA-bindenden Domäne sind die AS so 
angeordnet, daß 8 Cysteine mit ihren Schwefelatomen zwei Zinkatome einlagern, so 
entstehen die charakteristischen zwei Zinkfinger. Die beiden Zinkfinger erfüllen 
unterschiedliche Aufgaben in der Stabilisierung der Rezeptor-DNA-Bindung. Während 
der erste für die Rezeptorbindung an die DNA notwendig ist, stabilisiert der zweite 
diesen Komplex durch Bildung eines Dimers aus zwei Rezeptormolekülen. Im Bereich 
der androgenbindenden Domäne finden sich Bereiche, die vermutlich die 
Gentranskription regulieren. Es sind dies Bereiche, die die sog. Hitzeschockproteine 
binden können, die den Rezeptor in inaktivem Zustand halten. Nach Bindung des 
Liganden kommt es zu einer Konformationsänderung des Rezeptormoleküls und es 
entsteht der Hormon-Rezeptorkomplex. Dabei lösen sich die Hitzeschockproteine ab 
und die funktionellen Bereiche für den Transport, die DNA-Bindung und die 
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Dimerisierung werden freigegeben. Nach der Wanderung in den Zellkern kommt es zur 
Anlagerung des Dimers an die spezifischen DNA-Sequenzen („androgen responsive 
elements“). Sie dienen als Erkennungsstelle für die androgenabhängigen Gene. Zu der 
DNA mit dem Hormon-Rezeptor-Komplex gesellen sich ferner eine RNA-Polymerase 
und weitere Transkriptionsfaktoren. Gemeinsam induzieren sie die Bildung 
androgenabhängiger Proteine. 
Der Androgenrezeptor wird in fast allen Geweben exprimiert. Im Hoden findet er sich in 
den peritubulären Zellen sowie in den Leydig- und Sertoli-Zellen. Die Androgene sind 
wichtig für die sexuelle Differenzierung der Geschlechtsorgane und die Ausbildung des 
männlichen Phänotyps. Dabei zeigt sich, daß die verschiedenen Organe auch auf 
unterschiedliche Androgene angewiesen sind. Für Nebenhoden, Ductus deferens, 
Prostata und Samenblase ist DHT das Hauptandrogen, während ein normales Wachstum 
des Penis DHT und Testosteron verlangt. In der Muskulatur führt Testosteron zu einer 
Hypertrophie der Muskelfibrillen. Die Wirkungen auf Haut (Sebumproduktion) und 
Haar (Scham-, Brust- und Barthaar) sind von der Androgenempfindlichkeit der 
Haarfollikel abhängig. Das Kehlkopfwachstum während der Pubertät wird vom 
Testosteron bestimmt, wobei mit zunehmender Pubertätsdauer die Stimmlage tiefer 
wird. Nach Abschluß der Pubertät verschwinden die Androgenrezeptoren vom Kehlkopf 
(wie auch vom Penis), so daß die Stimmlage erhalten bleibt. Im ZNS sorgt sowohl das 
Testosteron als auch das DHT für Aktivität und Leistungsfähigkeit sowie gute 
Stimmungslage. Auch auf die Syntheseleistung und Enzymsysteme der Leber üben die 
Androgene eine starke Wirkung aus, so daß hier Variationen zwischen den 
Geschlechtern anzutreffen sind. 
1.2.5. Das Zusammenspiel der Hormone im Regelkreis 
 
Die Hodenfunktionen unterliegen einer übergeordneten Schaltzentrale, dem 
Hypothalamus-Hypophysen-System. Auf die pulsatile Ausschüttung des GnRH folgt die 
Bildung und Freisetzung der Gonadotropine aus der Hypophyse. Diese unterliegt 
wiederum einer negativen Feedback-Kontrolle durch das Testosteron, entweder auf 
hypothalamischer oder hypophysärer Ebene. Für LH wurde eine Hemmung durch 
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Testosteron, DHT und Östradiol beschrieben, wobei das Östradiol wahrscheinlich an der 
Hypophyse angreift und dort die Amplitude der LH-Pulse senkt, die Pulsfrequenz 
jedoch unbeeinträchtigt bleibt. Testosteron dagegen wirkt auf den Hypothalamus und 
senkt dort die GnRH-Pulsfrequenz, ohne die LH-Pulsamplitude zu beeinflussen. Auch 
für das FSH wurde das Testosteron als Inhibitor identifiziert. 
In Studien mit Ratten konnte gezeigt werden, daß die Zerstörung der Leydig-Zellen zu 
einem raschen Abfall des Testosteronspiegels und Anstieg des FSH-Spiegels führte, 
jedoch die FSH-Werte nur auf 50% derer von kastrierten Tieren anstiegen. Somit 
scheint die FSH-Sekretion von einem weiteren Faktor, dem in den Sertoli-Zellen 
produzierten Inhibin, gesteuert zu werden (de Kretser et al. 1995). Für die Initiierung, 
Aufrechterhaltung und Reinitiierung einer qualitativ und quantitativ normalen 
Spermatogenese, scheint das Zusammenwirken von LH/Testosteron und FSH von 
entscheidender Bedeutung zu sein. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Regulation der Hypothalamus-Hypophysen-
Gonaden-Achse. Die über GnRH und FSH / LH vermittelte Stimulation von Hypophyse 
und Hoden wird durch Inhibin und Testosteron im Sinne eines negativen Feedback-
Mechanismus gebremst. Durchgezogene Pfeile = Stimulation. Gestrichelte Pfeile = 
Hemmung. T = Testosteron. 
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1.3. Bekannte Ursachen der männlichen Infertilität 
 
1.3.1. Hypothalamische und hypophysäre Ursachen der Infertilität 
 
Im Bereich des Hypothalamus kann es zu einem Mangel an GnRH kommen. Dies führt 
zu einem sog. hypogonadotropen Hypogonadismus. Bei unbekannter Ursache spricht 
man hier vom idiopathischen hypogonadotropen Hypogonadismus (IHH). Beim 
Kallmann-Syndrom liegt eine Störung der Migration der GnRH-Neurone während der 
Embryonalentwicklung zugrunde, so daß diese ihre Position im Hypothalamus nicht 
erreichen, sondern im Riechepithel liegen bleiben. Von dort aus ist es nicht möglich, die 
Hypophyse zur Produktion der Gonadotropine anzuregen (Schwanzel-Fukuda et al. 
1989). Dies führt klinisch zu einer ausbleibenden oder nur unzureichenden 
Pubertätsentwicklung der Betroffenen. Als charakteristische zusätzliche Symptomatik 
besteht eine Anosmie, da auch die Migration der Neurone des Tractus olfactorius gestört 
ist. Auch beim Prader-Labhart-Willi-Syndrom kommt es zu keiner vollständigen 
Pubertätsentwicklung. Allerdings fallen diese Patienten schon während der 
Säuglingsperiode und im Kindesalter auf. Eine zunächst imponierende Gedeihstörung 
wird im weiteren Verlauf von einer Adipositas abgelöst. Häufig besteht eine leichte 
geistige Behinderung (Behre et al. 2000a). Im Falle der kongenitalen 
Nebennierenrindenhypoplasie liegt eine Assoziation mit einem hypogonadotropen 
Hypogonadismus vor (Kletter et al. 1991). Diese Patienten fallen jedoch schon früh 
durch die NNR-Insuffizienz auf, die lebenslang mit Mineralo- und Glukokortikoiden 
substituiert werden muß. Eine heterogene Krankheitsgruppe bilden die hereditären 
cerebellären Ataxien, die sowohl mit hyper- als auch mit einem hypogonadotropen 
Hypogonadismus vergesellschaftet sein können.  
Zu einer sekundären Beeinträchtigung der GnRH-Sekretion kommt es infolge einer 
Tumorbildung im Zwischenhirnbereich (z.B. durch Kraniopharyngeome), durch 
Bestrahlung oder traumatische Läsionen dieser Region. Auch entzündliche 
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Erkrankungen (z.B. Tbc, Sarkoidose) können Ursache einer beeinträchtigten GnRH-
Sekretion sein. 
Auf hypophysärer Ebene kommt einem Ausfall der Gonadotropinproduktion 
wesentliche Bedeutung zu. Meistens handelt es sich um Tumoren, die entweder 
hormonaktiv oder –inaktiv sein können und von den verschiedenen Zelltypen der 
Adenohypophyse abstammen können. Dabei kommt es im Falle hormonaktiver 
Tumoren zu einer klassischen Symptomatik, während der Mangel an Gonadotropinen zu 
ebenso klassischen Androgenmangelerscheinungen führt. Ebenso wie die GnRH-
Sekretion kann auch die Hormonproduktion der Hypophyse durch verschiedene 
Erkrankungen gestört werden (Trauma, Bestrahlung, Entzündung).  
1.3.2. Infertilität durch Störungen der Testes und der ableitenden Samenwege 
sowie der akzessorischen Geschlechtsdrüsen 
 
Zur kongenitalen Anorchie, also dem völligen Fehlen von Hodengewebe, kann es 
vermutlich durch die intrauterine Einwirkung von Noxen, Trauma, Infektion oder 
genetischen Störungen kommen. Dabei spielt das zeitlich Auftreten der Noxe bei der 
Fortentwicklung der Gonadenanlage eine wesentliche Rolle für das spätere 
Erscheinungsbild. Konnte in der Hodenanlage nur AMH produziert werden, so bilden 
sich zwar die Müller-Gänge zurück, eine Differenzierung der Anteile der Wolff-Gänge 
bleibt jedoch aus (Pseudohermaphroditismus masculinus). Eine Differenzierung der 
Wolff-Gänge in männliche Richtung ist allerdings durch kurzzeitige 
Testosteronproduktion möglich, so daß ein äußeres männliches Genitale resultiert (Josso 
et. al 1991). Bei erworbener Anorchie, durch Traumen, Tumoren, Hodentorsion oder 
iatrogen infolge einer Operation, kommt es zum Bild des Androgenmangels. Tritt die 
Störung präpubertär auf, so entwickelt sich ein Eunuchoidismus. Zur vollen Ausprägung 
der klinischen Symptome führt jeweils nur das beidseitige Fehlen der Hoden, da bei 
einseitiger Anorchie der verbliebene Hoden den Ausfall kompensieren kann. 
Lageanomalien der Hoden ergeben sich durch Störungen der Wanderung der Hoden von 
ihrer ursprünglichen Position im Bereich der Nierenlager in das Skrotum. Dieser 
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sogenannte Deszensus sollte bei Geburt bereits abgeschlossen sein. Je nach Position der 
Testes werden verschiedene Formen unterschieden. Während beim Kryptorchismus der 
Hoden intraabdominal verbleibt und beim Leistenhoden im Inguinalkanal fixiert liegt, 
kann der Hoden beim Gleithoden zeitweise in das Skrotum hinab mobilisiert werden, 
um dann allerdings wieder in den Leistenkanal zurückzugleiten. Liegt eine 
Hodenektopie vor, so weicht der Hoden von dem vorgegebenen Weg ab und ist femoral 
oder inguinal lokalisiert. Ein Pendelhoden hingegen, der zwischen Leistenkanal und 
Skrotum hin und her pendeln kann, erlangt nur selten klinisch-pathologische Bedeutung. 
Die Ursache der Deszensusstörungen ist noch unklar, allerdings werden sie gehäuft bei 
endokrinen oder anatomischen Störungen und Fehlanlagen der Hoden gefunden. Die 
Hauptgefahren liegen in der Infertilität durch Beeinträchtigung der Spermatogenese 
sowie in der erhöhten Entartungsfrequenz nicht deszendierter Hoden (Nieschlag et. 
al2000b). 
Entzündungen der Hoden manifestieren sich entweder als primäre Orchitis oder 
sekundär bei Übergreifen der Entzündung von Prostata oder Samenblasen. Als Erreger 
kommen verschiedene Viren (v.a. Mumpsviren), Bakterien (z.B. Gonokokken) und 
spezifische Entzündungen im Rahmen einer Tuberkulose oder Syphilis in Frage. Dabei 
können die Erreger selbst oder aber die entzündliche Reaktion zu einer Schädigung des 
Hodengewebes und der Spermatogenese führen (Nieschlag et. al2000b). 
Auf der Ebene der Keimzellen können verschiedene Krankheitsbilder, die vorwiegend 
histologisch oder elektronenmikroskopisch diagnostiziert werden müssen, mit einer 
Infertilität einhergehen. Dazu gehören die verschiedenen Ausprägungsformen des 
Sertoli-cell-only-Syndroms, bei dem sich in den Hodentubuli überhaupt keine 
Germinalzellen mehr finden (SCO-Syndrom) oder nur noch an wenigen Stellen der 
Tubuli Keimzellen anzutreffen sind (fokales SCO-Syndrom). Ursächlich kommt eine 
fehlende Einwanderung der Keimzellen in Betracht (angeboren). Die Keimzellen 
können gleichwohl auch durch andere Noxen wie Strahlen, Infektionen und 
zytostatische Behandlung oder durch Lageanomalien der Hoden geschädigt werden. Die 
Leydig-Zellen bleiben hingegen voll funktionsfähig. Finden sich Keimzellen in den 
Tubuli und ist deren Ausreifung auf einer Stufe unterbrochen, so spricht man von einem 
Arrest der Spermatogenese. Grundlage des Arrests können eine genetische Störung (z.B. 
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Trisomie), exogene Noxen, aber auch andere Grunderkrankungen sein (Martin-du Pan et 
al. 1993). Daneben konnten ultrastrukturelle Defekte der Spermien identifiziert werden. 
Dazu zählen: Die Globozoospermie mit fehlender Akrosombildung aus dem Golgi-
Apparat und Ziliendefekte mit Fehlen von Mikrotubuli, sog. 9+0-Syndrom (Neugebauer 
et al. 1990), oder Dyneinarmen, dem sog. Syndrom der immotilen Zilien.  
Auch chromosomale Anomalien können zu Infertilität führen. Das bekannteste Beispiel 
in dieser Gruppe ist sicher das Klinefelter-Syndrom. Diese Erkrankung liegt in einer 
numerischen Chromosomenaberration begründet. Dabei weisen die meisten Betroffenen 
einen Karyotyp 47,XXY auf, seltener sind Mosaike oder Aberrationen mit drei oder 
mehr X-Chromosomen bzw. zusätzlichen Y-Chromosomen. Das überzählige 
Chromosom entstammt einer sog. Non-Disjunction, d.h. einer Fehlverteilung der 
Chromosomen während der meiotischen Teilung bei der Keimzellreifung. Meist wird 
die Diagnose erst nach der Pubertät gestellt, wobei die Patienten durch sehr kleine 
Hoden, Hochwuchs und Androgenmangelsymptome auffallen. Häufig sind auch 
Adipositas, Diabetes und Gynäkomastie. In der Regel sind die Patienten infertil. 
Lediglich Patienten mit chromosomalem Mosaik (46,XY/47,XXY) können fertil sein 
bei sonst milder Symptomatik. Ferner existieren das XX-Mann-Syndrom und das XYY-
Syndrom. Im erstgenannten Fall finden sich bei weiblichem Karyotyp (46,XX) 
phänotypisch Männer. Hierbei gelangen Teile des Y-Chromosoms während der Meiose 
auf das X-Chromosom (SRY-Gen = sex determining region Y), so daß sich die 
indifferente Gonade zunächst in Richtung Hoden differenziert. Weitere wichtige Gene 
fehlen jedoch. Es kann daher keine Spermatogenese stattfinden und die 
Hormonproduktion ist häufig mangelhaft. Ebenso finden sich aber auch keine 
weiblichen Genitalorgane. Beim XYY-Syndrom hingegen sind die Betroffenen meist 
völlig asymptomatisch (Nieschlag et. al2000b). Neben den numerischen 
Chromosomenaberrationen sind auch strukturelle Chromosomenanomalien bekannt. 
Wichtig sind in diesem Zusammenhang vor allem diejenigen, die das Y-Chromosom 
betreffen, da hier wichtige Gene für die Differenzierung in Richtung eines männlichen 
Organismus liegen wie etwa das bereits erwähnte SRY-Gen oder der Azoospermiefaktor 
(AZF), eine Gruppe von Genen für die Spermatogenese (Chandley et al. 1994). 
Deletionen des Y-Chromosoms führen demnach zu einer Störung der 
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Geschlechtsdifferenzierung (SRY-Gen Verlust) oder Azoo- bzw. Oligozoospermie 
(Defekte des AZF).  
Gonadendysgenesien führen ebenfalls zu Infertilität. Gonadendysgenesien zeichnen sich 
durch das Fehlen von Keimzellen und auch der Sertoli- bzw. Granulosazellen aus. Es 
findet sich im Bereich der Gonadenanlage nur Stromagewebe (sog. Stranggonaden, engl. 
streaky gonads). Zu unterscheiden ist hier die Dysgenesie beim Turner-Syndrom mit 
dem Karyotyp 45,X0 sowie die reine und gemischte Gonadendysgenesie. Bei der reinen 
Form entwickeln sich beidseits Stranggonaden, während bei der gemischten Dysgenesie 
auf einer Seite ein Hoden vorhanden sein kann. Patienten mit reiner Gonadendysgenesie 
entwickeln in jedem Falle einen weiblichen Phänotyp (Karyotyp 46,XX oder 46,XY = 
Swyer-Syndrom). Dagegen entwickeln sich bei gemischter Dysgenesie häufig 
intersexuelle Genitalien, da oft Chromosomenmosaike (45,X0/46,XY) auftreten. 
Bemerkenswert bei Patienten, die ein Y-Chromosom aufweisen, ist ein höheres Risiko 
für die Entwicklung gonadaler Tumoren (Savage et. al 1990). 
Als Hermaphroditismus (Zwitterbildung) bezeichnet man die Kombination eines 
männlichen oder weiblichen Karyotyps mit verschiedenen Anomalien des gonadalen 
und genitalen Geschlechts. Hierbei sind zwei Formen zu unterscheiden. Beim 
Pseudohermaphroditismus masculinus stimmen chromosomales und gonadales 
Geschlecht überein, jedoch sind Genitalien und sekundäre Geschlechtsmerkmale 
weiblich. Ursächlich sind bekannt eine Androgenresistenz der Erfolgsorgane (testikuläre 
Feminisierung), das Swyer-Syndrom (s.o.) sowie eine Störung der Steroidsynthese, die 
isoliert die Testosteronproduktion beeinträchtigen kann, oder kombiniert mit Störungen 
der Gluko- und Mineralokortikoidsynthese als Adrenogenitales Syndrom auftreten kann. 
Liegt ein Hermaphroditismus verus vor, so kommen in einem Organismus sowohl 
testikuläres als auch ovarielles Gewebe vor. Dabei reicht die Variationsbreite von 
beidseitigen Ovotestes (enthalten beide Gewebearten) über Testes auf der einen und 
Ovarien auf der anderen Seite bis hin zu Kombinationen von Testes oder Ovarien mit 
Ovotestes. Die phänotypische Erscheinung reicht von rein männlichen oder weiblichen 
Genitalien bis zum intersexuellen Genitale, welches mit 90% den Hauptanteil ausmacht. 
Ebenso kann es dabei entweder zu Ovulationen in den Ovarien bzw. Ovotestes oder 
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seltener auch zur Ausbildung einer Spermatogenese in den Hoden kommen (Nieschlag 
et al.2000b).  
Hodentumoren können ebenso zu einer Minderung der Fertilität führen. Man 
unterscheidet endokrin aktive von inaktiven Tumoren. Während die endokrin aktiven 
Leydig- / Sertoli-Zell-Karzinome und Chorionkarzinome durch Hormonbildung 
(Androgene, Östrogene, Progesteron und hCG) symptomatisch werden können, so 
stehen bei den inaktiven Tumoren vor allem die testikulären Schmerzen und 
Schwellungen sowie eine Beeinträchtigung des Ejakulats im Vordergrund.  
Im Bereich der ableitenden Samenwege und akzessorischen Geschlechtsdrüsen sind 
Entzündungen und Obstruktionen mögliche Ursachen einer bestehenden Infertilität. 
Infektionen können durch eine Vielzahl von Erregern verursacht werden (Gonokokken, 
Mykoplasmen, Chlamydien u.a.) und sich über die Urethra, die Samenleiter sowie 
Prostata und Samenblasen ausdehnen, unter Umständen auch auf die Hoden übergreifen. 
Verantwortlich für die Infertilität ist dabei eine direkte Schädigung durch die Erreger 
selbst oder die entzündliche Reaktion in den betroffenen Geweben (Rajasekaran et al. 
1995). Die Diagnostik und somit Ansatz zur adäquaten Therapie gestaltet sich 
schwierig, da die Infektionen oftmals klinisch stumm verlaufen. Sind die Infektionen 
symptomatisch, reichen die Beschwerden von Juckreiz und Miktionsbeschwerden bei 
der Urethritis bis hin zu fieberhaften Verläufen mit Abszeßbildung bei der Prostatitis.  
Obstruktionen können als Folge nach akuten Entzündungen der ableitenden 
Samenwege, iatrogen nach operativen Eingriffen (z.B. Herniotomie) oder Punktionen 
zur Spermiengewinnung auftreten. Wichtig ist, daß eine einseitige Obstruktion 
vollständig von der intakten Gegenseite kompensiert werden kann und somit 
undiagnostiziert bleibt. Sind beide Seiten komplett oder partiell betroffen führt dies zu 
einer Oligoasthenozoospermie unterschiedlicher Ausprägung und je nach Zustand von 
Prostata und Samenbläschen zu einer Abnahme der Ejakulatmenge (Behre et al.2000b). 
Genetisch bedingte Obstruktionen treten im Rahmen der Mukoviszidose (syn. CF, 
zystische Fibrose) auf. Durch verschiedene, autosomal rezessiv erbliche Mutationen im 
CFTR-Gen wird ein funktionsgestörter Chloridkanal gebildet, der zur Bildung eines 
hyperviskösen Sekrets in den Atemwegen und im Pancreas führt. Bei der Mehrzahl der 
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männlichen Patienten findet man eine Obstruktion des Ductus deferens mit 
resultierender Azoospermie. Eine quasi Minimalform der CF stellt die kongenitale 
beidseitige Aplasie des Ductus deferens (CBAVD = congenital bilateral absence of the 
vas deferens) dar. Hierbei treten Polymorphismen eines CFTR-Genabschnittes in 
Kombination mit diesen oder schwächeren Mutationen auf (Kiesewetter et al. 1993, 
Chillon et al. 1995). 
Kommen männliche Keimzellen mit immunkompetenten Zellen des Organismus in 
Kontakt, werden die Oberflächenantigene der Keimzellen als „fremd“ erkannt. Die 
einsetzende Immunreaktion führt zu einer Bildung von Spermienautoantikörpern, die 
die Motilität und Fähigkeit der Spermien zur Akrosombildung stören (Bandoh et al. 
1992). Dieser Kontakt soll zwar durch die Blut-Hoden-Schranke verhindert werden, 
jedoch kann diese infolge einer Operation, Infektion oder eines Traumas geschädigt 
sein.  
1.3.3. Störungen der Samendeposition 
 
Zu dieser Gruppe von Störungen zählen die anatomisch bedingten Funktionsstörungen, 
die Erektionsstörungen und die Ejakulationsstörungen. 
Bei der Hypo- sowie Epispadie handelt es sich um angeborene Fehlbildungen, bei denen 
die Harnröhre nicht im Bereich der Spitze der Glans penis mündet, sondern diese eine 
ektope Mündung auf der ventralen respektive dorsalen Penisseite aufweist. Ebenfalls als 
angeborene Störungen treten Penisdeviationen auf. Sie sind auf eine Asymmetrie der 
Schwellkörper oder ihrer Befestigung am knöchernen Becken zurückzuführen. 
Sekundäre Penisdeviationen treten nach Traumen auf (z.B. nach Penisfrakturen). Die 
häufigste sekundäre Penisdeviation tritt jedoch im Rahmen der Induratio penis plastica 
auf. Hierbei kommt es, durch bislang unbekannte Auslöser, zu einer 
Entzündungsreaktion im Bereich der Tunica albuginea an der Grenze zu den Corpora 
cavernosa. Der entzündliche Prozeß fördert eine progrediente Fibrosierung sowie die 
Kalzifizierung des fibrotischen Gewebes, so daß es aufgrund der mangelnden Elastizität 
der fibrotisch umgewandelten Tunica albuginea zu einer Achsabweichung des Penis 
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kommt. Darüber hinaus führen auch Phimosen, sowohl angeborene als auch erworbene 
(z.B. als Folge einer Entzündung), zur Beeinträchtigung der Samendeposition. 
Gemeinsam ist allen Erkrankungen, daß sie, wenn auch in unterschiedlichem Ausmaß, 
die Kohabitation oder die korrekte Deposition des Samens unmöglich machen können.  
Den Erektionsstörungen (Erektile Dysfunktion, ED) kann eine Vielzahl möglicher 
Ursachen zugrunde liegen. Je nach hauptsächlicher Beeinträchtigung werden psychogen, 
vaskulär, neurologisch oder medikamentös bedingte Dysfunktionen unterschieden. Zu 
den psychogen bedingten Störungen zählen primäre, d.h. durch Erziehung oder 
Konflikte innerhalb der Familie hervorgerufene, und sekundäre, häufig in bestimmten 
Situationen oder partnerabhängig auftretende, Störungen. Bei vaskulären Ursachen muß 
zwischen einer Beeinträchtigung des arteriellen Zustroms in die Schwellkörper 
einerseits und venösen Abflußstörungen andererseits unterschieden werden. Hierbei 
gelten für die arteriellen Durchblutungsstörungen im wesentlichen die Risikofaktoren, 
die auch von anderen arteriosklerotischen Erkrankungen bekannt sind (Hyperlipidämie, 
Hypertonie, Nikotinabusus etc.). Allerdings müssen auch Verletzungen der zuführenden 
Gefäße durch Trauma oder Operation (z.B. bei Aortenaneurysma) in Betracht gezogen 
werden. Auf der venösen Seite kommen atypische Abflußwege, Shuntbildungen und 
morphologische Veränderungen (z.B. bei Induratio penis plastica) als Ursache in Frage. 
Neurogene Erektionsstörungen können quasi auf jeder Ebene der Reizbildung und –
leitung entstehen. Demnach sind zentrale (z.B. Hirntumoren, Enzephalitis), spinale (z.B. 
infolge einer Querschnittlähmung) und periphere Störungen (z.B. Neuropathien bei 
Diabetes mellitus oder Alkoholabusus) zu differenzieren. Mögliche Angriffspunkte für 
medikamentös induzierte Erektionsstörungen sind das ZNS (z.B. Antidepressiva), das 
autonome Nervensystem (z.B. α- und β-Blocker) oder eine Verminderung des 
Testosteronspiegels (z.B. Cimetidin).  
Ejakulationsstörungen manifestieren sich als Anejakulation oder Aspermie, wobei die 
Bereitstellung des Samens durch Obstruktion oder verminderte Produktion von 
Seminalplasma bzw. durch Transportstörungen der Spermien durch die Harnröhre 
(retrograde Ejakulation) beeinträchtigt werden kann (van Ahlen et. al 2000). 
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1.4. Der FSH-Rezeptor 
 
Die spezifische Wirkung des Gonadotropins FSH erfolgt mittels des ausschließlich in 
den Gonaden lokalisierten FSH-Rezeptors. Er ist ein Vertreter der G-Protein 
gekoppelten Rezeptoren mit komplexer Struktur und aktiviert nach Bindung des FSH 
spezifische Signaltransduktionswege in den Zielzellen. 
1.4.1. Die Struktur des FSH-Rezeptor-Moleküls 
 
Die Entschlüsselung der DNA-Sequenz und nachfolgende Bestimmung der AS-Sequenz 
gelang unter Verwendung von rekombinanter DNA. Mittels cDNA-Sonden von 
codierenden Regionen des LH-Rezeptors wurde eine „cDNA library“ von Sertoli-Zellen 
aus Rattenhoden untersucht. Es fanden sich dort keine Klone des LH-Rezeptors, jedoch 
Klone mit ähnlicher Sequenz. Daß es sich dabei um Sequenzen der FSH-Rezeptor-DNA 
handelte, konnte in einer funktionellen Untersuchung bestätigt werden. Humane Zellen, 
die mit der kompletten Sequenz der entdeckten cDNA transfiziert wurden, zeigten einen 
FSH abhängigen Anstieg der intrazellulären cAMP-Konzentration mit 
Sättigungskinetik. Dagegen führte eine Stimulation mit hCG und TSH zu keiner cAMP-
Antwort (Sprengel et al. 1990). 
Auch die Klonierung und Sequenzierung des humanen FSH-Rezeptors gelang, so daß 
Aussagen über die Primärstruktur des Rezeptormoleküls möglich waren. Demnach 
besteht das FSH-Rezeptor-Molekül aus 678 AS, denen ein 17 AS umfassendes 
Signalpeptid vorgeschaltet ist und hat ein Molekulargewicht von 76,5 kDa. Weitere 
Untersuchungen und Vergleiche mit bereits bekannten Rezeptoren hinsichtlich der 
Organisation des Rezeptors ergaben folgendes Modell (s. Abb. 1.2): Das 
Rezeptorprotein besteht aus einer extrazellulären Domäne (359 AS), einer 
Transmembrandomäne (254 AS) und einer kurzen C-terminalen intrazellulären Domäne 
(65 AS). Auf Ebene der Primärstruktur fand sich eine 42%ige Homologie der 
extrazellulären Domäne und eine 70%ige Homologie der Transmembrandomäne im 
Vergleich mit dem menschlichen LH-Rezeptor (Minegishi et al. 1991). 
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1.4.1.1. Die extrazelluläre Domäne 
 
Die extrazelluläre Domäne weist in ihrer Primär- und Sekundärstruktur charakteristische 
Merkmale auf, welche auch beim LH- bzw. TSH-Rezeptor und auch bei phylogenetisch 
älteren Vertretern der G-Protein gekoppelten Rezeptoren zu finden sind. Dabei handelt 
es sich um Wiederholungen bestimmter AS-Sequenzen sowie um die sogenannten 
„leucine-rich-repeats“ (LRR). Sie werden mit bestimmten Formen der Sekundärstruktur, 
Anordnung der AS in α-Helix- oder β-Faltblatt-Struktur, in Verbindung gebracht 
(Nothacker et al. 1993). Darüber hinaus scheinen auch verschiedene Cysteinreste, von 
denen sich einige ebenso im LH- und TSH-Rezeptor finden, eine wichtige Rolle bei der 
Aufrechterhaltung der Sekundärstruktur zu spielen. Gleiches gilt für bestimmte 
Glykosylierungsstellen innerhalb des Moleküls. Sie wurden zunächst mit der Affinität 
für die Hormonbindung in Zusammenhang gebracht, sind aber vermutlich eher für eine 
charakteristische Faltung des Proteins verantwortlich (Davis et al. 1995). Die 
Sekundärstruktur der extrazellulären Domäne stellt man sich demnach als wechselnde 
Abfolge von α-Helix- und β-Faltblatt-Strukturen vor, innerhalb derer die LRRs liegen 
(Simoni et al. 1997). 
1.4.1.2. Die Transmembrandomäne 
 
Auch die Transmembrandomäne zeigt einen Aufbau, wie er von den übrigen Vertretern 
der G-Protein gekoppelten Rezeptoren bekannt ist. Sieben hydrophobe Abschnitte in α-
Helix-Anordnung durchziehen die Zellmembran und sind alternierend über intra- und 
extrazelluläre Schleifen verbunden. Zu unterschiedlichen Teilen weisen die einzelnen 
Segmente Homologien zu den korrespondierenden Abschnitten der LH- und TSH-
Rezeptoren auf (Simoni et al. 1997). 
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1.4.1.3. Die intrazelluläre Domäne 
 
Im Bereich des C-terminalen Endes des Rezeptormoleküls liegt die basische 
intrazelluläre Domäne mit vielen Serin- und Threonin-Resten, die möglicherweise eine 
weitere Schleife bildet und durch Phosphorylierung die Signaltransduktion mit 
beeinflußt. Cysteinreste dienen vermutlich zur Stabilisierung des Proteinmoleküls in der 
Zellmembran. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.4.2. Das FSH-Rezeptor-Gen 
1.4.2.1. Chromosomale Lokalisation 
 
Mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung gelang es, das FSH-Rezeptor-Gen auf 
dem kurzen Arm von Chromosom 2 (2p21) zu identifizieren (Rousseau-Merck et al. 
1993; Gromoll et al. 1994). In demselben Bereich wurde zuvor auch das LH-Rezeptor-
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Exons 
Gen 
 
Anzahl Basenpaare 251 72 75 75 72 78 69
  
75 186 >1234 
Extrazelluläre Domäne Transmembrane / 
intrazelluläre 
Domäne 
Protein 
695 AS Hormonbindende Domänene (Leucine rich repeat Region) Signaltransduktion 
Abb. 1.2: Schematische Darstellung der genomischen Oranisation und 
Proteinstruktur des FSH-Rezeptors. Exons 1-9 codieren für die extrazelluläre 
Domäne, an der auch die Hormonbindung erfolgt, Exon 10, als größter 
Abschnitt, codiert für die transmembrane und intrazellulare Domäne des 
Rezeptormoleküls, welche die Signaltransduktion vermitteln. 
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Gen entdeckt, wohingegen das Gen für den TSH-Rezeptor auf dem Chromosom 14q31 
liegt (Rousseau-Merck et al. 1990a, b). Die enge strukturelle Verwandtschaft der 
Glykoproteinhormonrezeptoren, ihre ähnliche genomische Organisation und nicht 
zuletzt die örtliche Nähe von LH- und FSH-Rezeptor legen die Vermutung nahe, daß 
sich all diese Rezeptoren von einem gemeinsamen Vorläufer ableiten. Wahrscheinlich 
sind sie durch Verdopplung eines Chromosoms und nachfolgende Verdopplung des 
Rezeptorgens innerhalb eines Chromosoms entstanden. 
1.4.2.2. Aufbau des FSH-Rezeptor-Gens 
 
Beim Menschen ist das FSH-Rezeptor-Gen mit 54 kbp ein sehr großes Gen und besteht 
aus 10 Exons und 9 Introns. Interessanterweise codieren die Exons 1-9, mit einer Größe 
zwischen 69 und 251 bp, für den überwiegenden Teil der extrazellulären Domäne, 
während Exon 10, mit mehr als 1200 bp, für den C-terminalen Teil der extrazellulären 
Domäne, die Transmembrandomäne und die intrazelluläre Domäne codiert. Auch die 
Introns sind in ihrer Größe sehr unterschiedlich (Gromoll et al. 1996a). Die Gene des 
LH- und TSH-Rezeptors liegen mit 70 kbp bzw. 60 kbp in der Größenordnung des FSH-
Rezeptor-Gens und weisen einen sehr ähnliche Aufbau auf, mit der Ausnahme, daß im 
LH-Rezeptor-Gen 11 Exons zu finden sind (Simoni et al. 1997). 
1.4.3. Expression des FSH-Rezeptors in den Hoden 
 
Die Expression des FSH-Rezeptors erfolgt streng gonadenspezifisch, innerhalb nur einer 
Zellgruppe der Testes. Bindungsexperimente mit FSH (Kangasniemi et al. 1990) sowie 
in situ Hybridisierung (Ranniki et al. 1995) an Ratten offenbarten, daß ausschließlich 
Sertoli-Zellen den FSH-Rezeptor exprimieren. Darüber hinaus konnten in einer weiteren 
Studie (Dankbar et al. 1995a, b) an Affen keine weiteren Gewebe oder Organe mit 
Expression des FSH-Rezeptors gefunden werden. Ein weiterer wichtiger Punkt ist die 
unterschiedlich starke Expression, einhergehend mit differierender FSH-Bindung, in den 
Stadien der Spermatogenese. Dabei weisen Stadien mit fortgeschrittener 
Keimzellreifung eine geringere FSH-Rezeptor-Expression und niedrige FSH-Bindung 
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auf, frühe Stadien jedoch eine erhöhte. Es scheinen also auch parakrine Faktoren der 
Keimzellen einen Einfluß auf die Sertoli-Zellen auszuüben und somit auch die 
Expression des FSH-Rezeptors zu steuern (Kangasniemi et al. 1990; Kliesch et al. 
1992). 
1.4.4. Der Mechanismus der Signaltransduktion 
 
Die Signaltransduktion bezeichnet die durch Rezeptoraktivierung ausgelösten Vorgänge 
an dem Rezeptormolekül selbst und in den Zielzellen des jeweiligen Hormons. 
Inwieweit die Bindung des FSH an seinen Rezeptor sowie der Hormon-Rezeptor-
Komplex selbst in vivo stabilisiert werden, ist bislang unklar (Simoni et al. 1997). 
Vorliegende Daten aus in vitro Untersuchungen weisen auf eine temperatur- und 
elektrolytabhängige, irreversible Bindung des FSH an seinen Rezeptor hin (Andersen et 
al. 1983). 
1.4.4.1. Funktionelle Bedeutung der Glykosylierung des FSH-Rezeptors 
 
Im humanen FSH-Rezeptor konnten vier potentielle (Ratte drei) Glykosylierungsstellen 
identifiziert werden. In Experimenten, in denen ein verkürztes FSH-Rezeptor-Molekül 
(nur die extrazelluläre Domäne) in Zellkulturen exprimiert wurde, fand man heraus, daß 
lediglich zwei der drei Glykosylierungsstellen auch mit Zuckerresten besetzt waren. Die 
Bindungsaffinität für FSH blieb unbeeinträchtigt, auch wenn die Substituenten 
enzymatisch von bereits fertigen Rezeptormolekülen abgespalten wurden. Dagegen 
waren FSH-Rezeptoren mit selektiv eingeführten Mutationen in den für die 
Glykosylierung entscheidenden Positionen und Rezeptormoleküle, bei denen in der 
Phase des Proteinaufbaus die Glykosylierung gehemmt wurde, nicht in der Lage, FSH 
zu binden. Somit sind Glykosylierungen an den entsprechenden Stellen eher 
verantwortlich für adäquate Faltung des Proteins, welche die Hormonbindung erst 
ermöglicht, als für direkte Interaktion zwischen Hormon- und Rezeptormolekül (Davis 
et al. 1995). 
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1.4.4.2. Signaltransduktion 
 
Prinzipiell unterscheidet man bei den G-Protein gekoppelten Rezeptoren zwei 
verschiedene Mechanismen. Zum einen kann der spezifische Effekt über die 
Aktivierung (oder Inhibition) der cAMP-Produktion erreicht werden, zum anderen kann 
mittels IP3 die intrazelluläre Calciumkonzentration erhöht werden. In den Hoden bzw. 
den Sertoli-Zellen scheint der erstere Mechanismus von übergeordneter Bedeutung zu 
sein, jedoch ist auch eine Änderung der intrazellulären Calciumkonzentration zu 
beobachten. In kürzlich publizierten Studien konnte gezeigt werden, daß bei G-Protein 
gekoppelten Rezeptoren auch verschiedene Kinasen (sog. MAPK, mitogen activated 
protein kinase) aktiviert werden, welche im Zellkern die Genexpression steuern (Naor et 
al. 2000). 
1.4.4.2.1. Cyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und Proteinkinase A (PKA) 
 
Nach Bindung des FSH an seinen Rezeptor wird dieser mit einem G-Protein gekoppelt. 
In diesem Falle handelt es sich um ein GS-Protein, also um ein G-Protein, das die 
Adenylatcyclase und damit die cAMP-Produktion stimuliert (Zhang et al. 1991). 
Charakteristischerweise können diese G-Proteine Guanosintri- oder -diphosphat (GTP 
oder GDP) binden. Sie liegen als ein Komplex bestehend aus drei Untereinheiten vor (α, 
β, γ), wobei im Ruhezustand GDP an die α-Untereinheit gebunden ist. Durch den 
Einfluß des Hormon-Rezeptor-Komplexes wird GDP durch GTP ersetzt, woraufhin sich 
die α-Untereinheit vom übrigen G-Protein löst und an die Adenylatcyclase bindet. Diese 
beginnt mit der Produktion von cAMP aus ATP. Das cAMP seinerseits aktiviert die 
Proteinkinase A (PKA). Die PKA besteht aus je zwei katalytischen und regulierenden 
Untereinheiten, von denen letztere das cAMP binden und so die katalytischen 
Untereinheiten freigeben. Mittels der PKA werden sodann Proteine, weitere Enzyme 
sowie Transkriptionsfaktoren phosphoryliert, welche die Hormonwirkung vermitteln 
(Greger 1994; Simoni et al. 1997). 
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1.4.4.2.2. Inositoltriphosphat (IP3) und Proteinkinase C (PKC) 
 
Ein weiterer Signaltransduktionsweg läuft ebenfalls über G-Proteine, führt aber zu einer 
Aktivierung der Phospholipase C. Diese spaltet Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) 
in Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). IP3 setzt aus intrazellulären 
Speichern Calciumionen frei, DAG führt zu einer Aktivierung der Proteinkinase C 
(PKC). Diese Wirkung des DAG wird durch das freigesetzte Calcium noch verstärkt. 
Ferner fungiert auch Calcium selbst als intrazellulärer Botenstoff. Einerseits werden also 
die Hormonwirkungen über Calcium, andererseits auch über Proteinphosphorylierungen 
mittels der PKC gesteuert (Greger 1994). An Sertoli-Zellen in Kultur konnte gezeigt 
werden, daß FSH keinen stimuliernden Effekt auf die IP3-Konzentration hat, jedoch in 
der Lage ist, diese zu senken, sofern sie mittels anderer Faktoren angehoben werden 
sollte (Monaco et al. 1988). Inwieweit beide Signaltransduktionswege in vivo 
tatsächlich genutzt werden bzw. sich beeinflussen bleibt bislang unklar, weist jedoch auf 
die komplizierten Verflechtungen innerhalb der intrazellulären Signalübertragung hin. 
1.4.4.2.3. Erhöhung der intrazellulären Calciumkonzentration 
 
FSH-Stimulation führt auch zu einer Erhöhung der intrazellulären 
Calciumkonzentration in Sertoli-Zellen (Grasso et al. 1990; Gorczynska et al. 1991). 
Dazu trägt die Aktivierung sowohl spannungsabhängiger als auch 
spannungsunabhängiger Calciumkanäle bei, so daß es zu einem Influx von 
Calciumionen aus dem Extrazellulärraum kommt (Grasso et al. 1989a; Gorczynska et al. 
1991). Die Vermutung, es könne sich beim FSH-Rezeptor selbst um einen 
Calciumkanal handeln wurde nicht bestätigt (Shibata et al. 1992). 
Durch welchen Mechanismus der Calciuminflux gesteuert wird, konnte nicht eindeutig 
geklärt werden, da in Experimenten zum Teil widersprüchliche Ergebnisse erzielt 
wurden. So konnte mittels Stimulation mit (Bu)2cAMP, einem membrangängigen 
Analogon des cAMP, in unterschiedlichen Experimenten eine Calciumaufnahme in 
Sertoli-Zellen festgestellt werden (Gorczynska et al. 1991) bzw. nicht beobachtet 
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werden (Grasso et al. 1990). Möglicherweise ist auch eine Freisetzung aus 
intrazellulären Speichern mitbeteiligt (Flores et al. 1992; Sharma et al. 1994). 
Vermutlich fungiert das Calcium selbst als Botenstoff und verstärkt und kontrolliert die 
Signaltransduktion über andere Botenstoffe wie DAG und cAMP im Sinne einer 
Feinabstimmung. 
Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Signaltransduktionswegs am FSH-
Rezeptor. Die Hauptaktivierung erfolgt über Adenylatcyclase (AC), 
cyclisches AMP und Proteinkinase A (PKA). Über die Aktivierung der PKA 
erfolgt durch deren katalytische Untereinheit in Verbindung mit weiteren 
Transkriptionsfaktoren die Vermittlung der Hormonwirkung im Sinne einer 
mRNA Transkription. Die gestrichelten Pfeile verdeutlichen die Aktivierung 
der MAPK über weitere Zwischenschritte. Innerhalb der MAPKinasen 
existieren kaskadenartige Aktivierungssysteme, welche über verschiedene 
Stimuli (Streß, Zytokine, Hormone) aktiviert werden. 
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1.4.4.2.4 Aktivierung der MAP-Kinasen 
 
Bei den MAP-Kinasen handelt es sich um Signalübertragungswege, die auf einen 
entsprechenden Stimulus (Streß, Mitogene, Hormone, Zytokine) kaskadenartig aktiviert 
werden. Über die verschiedenen Auswirkungen der Aktivierung der MAP-Kinasen nach 
FSH-Rezeptor-Stimulation liegen bisher nur wenige Berichte vor. In Granulosazellen 
konnte eine Aktivierung der ERK (extracellular signal-regulated kinase) gezeigt werden, 
welche in der Folge zu einer verminderten Steroidproduktion führte, dies könnte als 
Modulation der gonadotropinvermittelten Steroidogenese verstanden werden (Seger et 
al. 2001). Eine solche Aktivierung der ERK konnte bereits zuvor an einer aus 
alternativem Splicing hervorgegangenen Rezeptorvariante in Granulosazellen 
nachgewiesen werden (Babu et al. 2000). Für Sertoli-Zellen wurde ebenfalls eine ERK-
abhängige Entwicklung in vitro gezeigt, welche darüber hinaus auch in Abhängigkeit 
des Alters der Sertoli-Zellen reguliert wird und mit unterschiedlich starker Aktivierung 
dieses Signaltransduktionsweges einhergeht (Crépieux et al. 2001). 
1.4.4.3. Desensibilisierung des FSH-Rezeptors 
 
Bei dauernder Stimulation des FSH-Rezeptors durch das Hormon erfolgt eine Antwort 
der Zielzelle auf die Rezeptoraktivierung mit verminderter Intensität. Nachweisbar ist in 
diesem Zusammenhang eine verminderte Aktivität der Adenylatcyclase mit 
nachfolgender Abnahme der cAMP-Konzentration (Le Gac et al. 1985). In relativ kurzer 
Zeit nach der Überstimulation setzt eine Entkopplung von FSH-Rezeptor und GS-
Protein ein (Grasso et al. 1989b), so daß die Adenylatcyclase nicht weiter aktiviert 
werden kann, der Transduktionsprozeß wird an dieser Stelle unterbrochen. 
Daneben existiert der Mechanismus der „down-regulation“, welcher eine längerfristige 
Beeinträchtigung der Signaltransduktion hervorruft, indem die Hormon-Rezeptor-
Komplexe in die Zelle aufgenommen und in Lysosomen abgebaut werden. Darüber 
hinaus wird auch die Expression neuer FSH-Rezeptor-Proteine gedrosselt (Fletcher et 
al. 1984; Shimizu et al. 1989). 
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1.4.4.4. Intrazelluläre Effekte der Rezeptorstimulation 
 
Wie bereits erwähnt, werden die meisten Effekte der FSH-Rezeptor-Stimulation über 
die PKA vermittelt. Ziel sind vornehmlich spezifische Proteine und 
Transkriptionsfaktoren, die entweder FSH abhängige Enzyme darstellen oder die 
Transkription der FSH-abhängigen Gene steuern. Von den zahlreichen Effekten gehören 
die Steuerung der Androgenrezeptorexpression und der Expression von Inhibin-α 
mRNA in den Sertoli-Zellen zu den wichtigsten Vorgängen (Blok et al. 1989; Toebosch 
et al. 1989). 
Neuere Untersuchungen zur Identifikation der Genaktivierung mittels der sog. 
Micorarray-Analyse konnten an Sertoli-Zellen von Ratten neben den bisher bekannten 
Genen weitere Gene identifizieren, die im Zuge der Signaltransduktion entweder herauf- 
oder herunterreguliert werden (McLean et al. 2002). Insbesondere zeigte eine ähnliche 
Analyse aus dem hiesigen Institut eine Veränderung im Vergleich des Wildtyp-
Rezeptors mit einem Rezeptor, der eine aktivierende Mutation aufweist (Strothmann et 
al 2003). Hierbei sind vor allem Gene betroffen, die die Zellproliferation und –
differenzierung mit beeinflussen. Unterschiedliche Genexpressionsmuster fanden sich 
auch nach FSH-Rezeptor Stimulation von OC-Zellen (ovarian cancer) im Vergleich mit 
epithelialen Zellen aus Ovarien (HO et al. 2003). 
Weitere Studien an differenzierten Modellen müssen hier die Details und biologischen 
Effekte näher beleuchten. Hierbei könnten die bisher bekannten Mutationen eine 
sinnvolle Hilfe zum Verständnis der Rezeptorfunktion darstellen. 
1.4.5. Mutationen des FSH-Rezeptors 
 
Mutationen des LH- und TSH-Rezeptors, mit deutlichen Auswirkungen auf den 
Phänotyp, konnten bereits identifiziert werden. Für einen Ausfall oder eine 
Überstimulation des FSH-Rezeptors jedoch, ist ein eindeutiger Phänotyp bei Männern 
bislang nicht entdeckt worden. Da das FSH als Initiator der Follikelreifung und 
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Spermatogenese angesehen wird, lag es nahe, Patienten mit Amenorrhoe und infertile 
Männer auf derartige Mutationen zu untersuchen (Simoni et al. 1997). 
1.4.5.1. Inaktivierende Mutationen 
 
Eine genetische Untersuchung bei Frauen mit Ovarialdysgenesie, einem Krankheitsbild 
mit normalem Karyotyp, erhöhten Gonadotropinwerten und den sog. „streaky gonads“, 
führte zur Identifikation mehrerer finnischer Familien mit gehäuftem Auftreten dieser 
Erkrankung nach autosomal-rezessivem Vererbungsmuster (Aittomäki et al. 1994). Die 
nachfolgende Untersuchung der Chromosomen verifizierte den zugrunde liegenden 
Gendefekt. Als Ort der Schädigung konnte der kurze Arm des Chromosoms 2 
ausgemacht werden, der Bereich, in dem auch die Gene für die Gonadotropinrezeptoren 
liegen. 
Beim Screening des FSH-Rezeptor-Gens fiel eine Basensubstitution in Exon 7 auf, die 
zu einem AS-Austausch in Position 189 des Rezeptorproteins führt, dabei wird Alanin 
gegen Valin ausgetauscht. Expression des mutierten Rezeptors in transfizierten Zellen 
und funktionelle Untersuchungen zeigten, daß FSH-Stimulation nicht zu einer 
Steigerung der cAMP-Konzentration führt, die Bindung des Hormons an den Rezeptor 
jedoch nicht beeinträchtigt ist (Aittomäki et al. 1995). Klinisch allerdings fanden sich 
bei einigen der Patientinnen Primordialfollikel im Ovar, im Gegensatz zu Patientinnen 
mit Ovarialdysgenesie, die diese Mutation nicht aufwiesen, was auf eine Restaktivität 
des mutierten Rezeptors hinweisen könnte (Aittomäki et al. 1996). Interessanterweise 
liegt die Position der Mutation in einem fünf AS umfassenden Bereich des Rezeptors, 
der allen Glykoproteinhormonrezeptoren gemein ist und eine Glykosylierungsstelle 
beinhaltet, so daß von einem für die Rezeptorfunktion wichtigen Bereich auszugehen 
ist. Wie schon erwähnt (1.4.1.1. Die extrazelluläre Domäne), sind diese 
Glykosylierungsstellen für die Aufrechterhaltung der Konformation des 
Rezeptormoleküls und möglicherweise auch für dessen Transport innerhalb der Zelle 
wichtig (Davis et al. 1995). 
Ebenfalls in diesem Bereich, nämlich an Position 191, konnte eine weitere Mutation 
entdeckt werden, wobei hier Asparagin gegen Valin ausgetauscht wird. Auch in diesem 
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Falle ging eine Stimulation mit FSH nur mit einer minimalen cAMP-Produktion einher 
(Gromoll et al. 1996c). In gleicher Weise wie auch bei der zuvor erwähnten Population, 
ist das heterozygote Auftreten der Mutation noch mit einer normalen Fertilität vereinbar. 
Bei fünf männlichen Verwandten der finnischen Patientinnen ist das homozygote 
Auftreten der Alanin gegen Valin Substitution eruiert worden. Obwohl dem FSH eine 
Schlüsselrolle für die Spermatogenese zugeschrieben wird, war nur einer der 
Betroffenen infertil. Erstaunlicherweise enthielt das Ejakulat aller Männer Spermien, 
zeigte jedoch mehr oder weniger stark ausgeprägte Oligozoospermie; in einem Fall 
sogar eine normale Anzahl von Spermien, allerdings bei niedrigem Ejakulatvolumen 
und Teratozoospermie. Auffällig waren bei allen erhöhte FSH-Werte und vermindertes 
Hodenvolumen, welches auf die FSH-abhängige Entwicklung der Sertoli-Zellen 
hinweist. Indes stellen diese Ergebnisse die essentielle Rolle des FSH im 
Zusammenhang mit normaler Spermatogenese in Frage (Tapanainen et al. 1997). 
Neuere Untersuchungen konnten weitere Mutationen aufdecken. Bei einer Patientin, die 
sich wegen bestehender Infertilität in einer Klinik vorstellte, konnte eine sekundäre 
Amenorrhoe, eine Gonadotropinerhöhung (v.a. FSH) sowie ein Stillstand der 
Follikelreifung beobachtet werden (Beau et al. 1998). Bei der Analyse des FSH-
Rezeptors wurden 2 Mutationen entdeckt. An Position 160 der Proteinkette war 
Isoleucin durch Threonin und an Position 573 Arginin durch Cystein substituiert. Eine 
weitere Patientin stellte sich mit primärer Amenorrhoe und ähnlichen weiteren 
Symptomen vor. Hier deckte die Analyse folgende Mutationen auf: Asparagin ⇒ Valin 
an Position 224 und Leucin ⇒ Valin an Position 601 (Touraine et al. 1999). Die 
funktionellen Untersuchungen dieser Rezeptortypen zeigten eine jeweils stark 
verminderte FSH-Bindung und cAMP-Produktion bei fehlender Expression an der 
Zelloberfläche. Damit sind die Rezeptoreigenschaften ähnlich wie bei der Ala189Val- 
bzw. der Asn191Val-Substitution. Die Varianten Arg573Cys und Leu601Val banden 
FSH annähernd wie der Wildtyp-Rezeptor, jedoch konnte eine cAMP-Produktion von 
30% bzw. 12% verglichen mit dem Wildtyp erst bei sehr hohen FSH-Konzentrationen 
beobachtet werden. 
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Ebenfalls wegen einer primären Amenorrhoe wurde eine Patientin auf Mutationen 
gescreent. Hierbei zeigte sich eine kombinierte Heterozygotie für zwei Mutationen. Zum 
einen handelte es sich um den bereits bekannten Austausch von Alanin zu Valin an 
Position 189. Ferner konnte jedoch zusätzlich ein Ersatz von Alanin zu Threonin an 
Position 419 verifiziert werden. Dies entspricht einer Lokalisation im Rezeptormolekül 
innerhalb der zweiten der sieben membranübergreifenden .-Helices. Funktionelle 
Untersuchungen zeigten einen nur minimalen Effekt dieser Mutation auf die Kapazität 
und Affinität hinsichtlich der Ligandenbindung, jedoch war die cAMP-Antwort auf 
Stimulation mit FSH annähernd komplett aufgehoben (Doherty et al. 2002). 
Kürzlich wurde eine Mutation mit Austausch von Prolin gegen Arginin an Position 348 
beschrieben, die klinisch zu einer primären Amenorrhoe führte und in funktionellen 
Untersuchungen eine komplette Inaktivität und darüber hinaus auch keine Bindung des 
Liganden zeigte (Allen et al. 2003).  
Eine weitere Mutation mit Austausch von Prolin gegen Threonin an Position 519, 
entsprechend der zweiten extrazellulären Schleife der Transmembrandomäne, konnte 
vor kurzem charakterisiert werden. Diese führt zu einem völligen Funktionsverlust des 
Rezeptors (keine cAMP Bildung auf FSH Stimulation) und betrifft interessanterweise 
auch den Transport des Rezeptorproteins innerhalb der Zelle. Mittels konfokaler 
Mikroskopie konnte ein gestörter Transport an die Zelloberfläche verifiziert werden, 
wobei das Rezeptormolekül intrazellulär „gefangen“ bleibt. Klinisch präsentierte sich 
die Patientin mit verzögerter Pubertätsentwicklung, primärer Amenorrhoe und zu 
kleinen Ovarien (premature ovarian failure) und kompletter Resistenz gegen exogenes 
FSH (Meduri et al. 2003) 
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1.4.5.2. Aktivierende Mutationen 
 
Bislang sind lediglich drei Fälle aktivierender Mutationen des FSH-Rezeptors 
beschrieben worden. Die erste ist bei einem Mann entdeckt worden, der wegen eines 
Tumors hypophysektomiert wurde und anschließend mit Testosteron substituiert werden 
mußte. Da er ohne zusätzliche Gabe von Gonadotropinen, die normalerweise 
verabreicht werden, um wieder vollständige Fertilität zu erreichen, drei Kinder gezeugt 
hatte, schloß man auf eine aktivierende Mutation im FSH-Rezeptor. 
Die Untersuchung des FSH-Rezeptor-Gens ließ eine heterozygote Mutation, AS-
Austausch von Asparaginsäure zu Glycin in Position 567, erkennen. Dies entspricht der 
dritten Schleife der intrazellulären Domäne des Proteins. Zellen, in die der mutierten 
Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Mutationen im FSH-Rezeptor. Die 
Lage der Punkte markiert die veränderten Positionen innerhalb der 
verschiedenen Domänen. Angegeben ist zusätzlich der 
Aminosäurenaustausch an der entsprechenden Position in der Proteinkette. 
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Rezeptor transfiziert wurde, wiesen eine durchgehende, leichte cAMP-Produktion 
unabhängig von der Stimulation mit FSH auf (Gromoll et al. 1996b). 
Interessant an diesem Fall ist ferner, daß hier FSH-ähnliche Aktivität allein, ohne die 
normalerweise übliche hohe intratestikuläre Testosteronkonzentration, hervorgerufen 
durch die dortige Testosteronproduktion, die Spermatogenese aufrecht erhalten konnte. 
Im Zusammenhang mit der zuvor (1.4.5.1. Inaktivierende Mutationen) beschriebenen 
Aufrechterhaltung der Spermatogenese mit Testosteron allein stellt sich die Frage, ob 
beide für sich allein ausreichend zur Stützung dieses Mechanismus sind. 
Möglicherweise stellt das Testosteron auch einen permissiven Faktor für die Wirkungen 
des FSH dar, dessen intratestikuläre Konzentration nicht so hoch sein muß, wie sie es in 
vivo tatsächlich ist, um diese Effekte hervorzurufen. 
Zwei weitere aktivierende Mutationen wurden als Ursache eines ovariellen 
Hyperstimulationssyndroms im Rahmen von Schwangerschaften detektiert. In einem 
Falle lag die Mutation ebenfalls an Position 567, jedoch wurde hier Asparaginsäure 
gegen Asparagin ausgetauscht. Dies führte zu einer vergleichbaren Affinität des 
Rezeptors zum Liganden. Jedoch war die basale cAMP Produktion ca. dreimal größer 
als im Wildtyp-Rezeptor. Nach FSH-Stimulation war die Sensitivität nicht 
unterschiedlich zum genuinen Rezeptor, die maximale Antwort aber leicht größer. 
Stimulation mit hCG führte im mutierten Rezeptor jedoch zu einer dosisabhängigen 
Erhöhung der cAMP-Konzentration während dies für den Wildtyp-Rezeptor nicht 
beobachtet werden konnte. Dieser Verlust der Spezifität für den Liganden kam auch in 
einer Rezeptoraktivierung durch rhTRH zum Ausdruck (Smits et al. 2003). 
Genauso wie es für eine inaktivierende Mutation beschrieben wurde, liegen diese 
aktivierenden Mutationen in einem Bereich des Gens, der sehr große Homologie 
zwischen verschiedenen Spezies und den Glykoproteinhormonrezeptoren aufweist. 
Auch für den LH- und TSH-Rezeptor sind aktivierende Mutationen an der entsprechend 
homologen Position bekannt (Simoni et al. 1997). 
Die dritte bekannte aktivierende Mutation führt zu einem Austausch von Isoleucin zu 
Threonin an Position 449, dies entspricht dem oberen Anteil der dritten 
membranüberJUHLIHQGHQ .-Helix der Transmembrandomäne. Die Expression, basale 
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Aktivität sowie die Antwort auf FSH-Stimulation unterschied sich nicht vom Wildtyp-
Rezeptor. Allerdings zeigte sich auch bei dieser Mutation ein Verlust der 
Ligandenspezifität, da eine dosisabhängige Stimulation durch hCG erfolgte (Vasseur et 
al. 2003). Klinisch resultiert aus beiden letztgenannten Mutationen eine 
Hypersensitivität gegenüber hCG und somit eine Perpetuation des ovariellen 
Hyperstimulationssyndroms im Verlaufe einer Schwangerschaft. 
1.4.5.3. Polymorphismus des FSH-Rezeptors 
 
Eine interessante Fragestellung ist, inwieweit Polymorphismen eine Rolle in der 
Infertilität spielen könnten. Von anderen G-Protein gekoppelten Rezeptoren sind bereits 
Polymorphismen bekannt und zum Beispiel mit erhöhter Sensitivität des TSH-Rezeptors 
(Loos et al. 1995) oder anderen Erkrankungen vergesellschaftet (Weiss et al. 1996). Bei 
der Suche nach Mutationen im FSH-Rezeptor-Gen ist bei verschiedenen 
Untersuchungen bereits ein Polymorphismus im Bereich von Exon 10 (Whitney et al. 
1995) genauer an Position 680 des Proteinmoleküls identifiziert worden (Aittomäki et 
al. 1995). Dabei tritt entweder Asparagin oder Serin (Asn 680 Ser) in dieser Position 
auf. Eine weitere polymorphe Stelle konnte an Position 307 aufgedeckt werden, wobei 
hier entweder Threonin oder Alanin (Thr 307 Ala) zu finden ist. Dieser 
Polymorphismus wurde auch bei den im hiesigen Institut gescreenten Männer gefunden 
(Simoni et al. 1999). 
Aus diesen Varianten ergeben sich theoretisch 4 Kombinationen: Thr307-Asn680, Ala307-
Ser680, Ala307-Asn680 und Thr307-Ser680. Im Rahmen von Untersuchungen dieser 
Polymorphismen zeigte sich, daß die Allele Thr307-Asn680 und Ala307-Ser680 mit 60% 
und 40% die häufigsten sind, während die übrigen nur in weniger als 5% der Fälle 
auftreten (Simoni et al. 1999, 2002; Asatiani et al. 2002). Hierbei scheint es in der 
Verteilung in der kaukasischen Bevölkerung keine Unterschiede zwischen Männern und 
Frauen zu geben, jedoch ist eine unterschiedliche Frequenz der Varianten im Vergleich 
mit Chinesen, nicht aber mit Japanern auffällig (Simoni et al. 2002).  
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Abb. 1.5: Polymorphismen im FSH-Rezeptor-Molekül. Bekannt sind 2 
polymorphe Bereiche der Proteinkette an Position 307 (Threonin oder Alanin) 
sowie Position 680 (Asparagin oder Serin). Hieraus ergeben sich theoretisch 
4 Kombinationsmöglichkeiten. Diese sind jedoch je nach ethnischer 
Zugehörigkeit verschieden häufig (s. Text). 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Gen 
Protein 
695 AS 
Variante 1  Thr  Asn 
Variante 2  Ala  Ser 
Variante 3  Thr  Ser 
Variante 4  Ala  Asn 
Position  307  680 
  43 
1.5. Inhibin 
 
Dem Inhibin wird eine wichtige Rolle im Feedback-Mechanismus zwischen Gonaden 
und Hypophyse als negativer Regulator der FSH-Ausschüttung zugeschrieben. Die 
Existenz eines solchen Faktors wurde schon sehr früh postuliert, jedoch konnte das 
Inhibin erst 1985 aus Follikelflüssigkeit von Rindern isoliert werden (Burger 1995). 
Zuvor war lediglich bekannt, daß ein Bestandteil eines wäßrigen Extraktes aus 
Rindertestes die Ausbildung von sog. „castration cells“ in der Adenohypophyse 
verhindern konnte. Diese Entdeckung wurde in den dreißiger Jahren gemacht, lange 
bevor die Gonadotropine und das Testosteron identifiziert wurden. Erst mit genauerer 
Kenntnis der Steuerung der reproduktiven Funktionen und Entwicklung verschiedenster 
Untersuchungsmethoden war es möglich, Inhibin zu isolieren und seine Rolle in der 
Physiologie der Reproduktion, jedenfalls zum Teil, zu klären. 
1.5.1. Isolation und Struktur des Inhibin 
 
Mitte der achtziger Jahre gelang es, aus Follikelflüssigkeit unterschiedlicher Spezies das 
Inhibin zu isolieren und als Glykoproteinhormon zu charakterisieren (Risbridger et al. 
1990; de Kretser et al. 1990). Inhibin ist aus zwei verschiedenen Untereinheiten (α und 
β) zusammengesetzt und konnte als 58 kDa bzw. 31 kDa großes Protein identifiziert 
werden (Robertson et al. 1986), wobei die Untereinheiten der größeren Variante ein 
Molekulargewicht von ca. 44 kDa und 15 kDa haben, die der kleineren Form jedoch 31 
kDa und 15 kDa. Innerhalb des Moleküls sind diese Untereinheiten durch Bildung von 
Disulfidbrücken miteinander verbunden. 
Von der β-Untereinheit existieren zwei Formen (βA, βB), die sich nur in wenigen AS 
unterscheiden. So wurde neben dem zuvor beschriebenen Inhibin, dem Inhibin A 
(bestehend aus α-βA), eine weitere Form entdeckt (Ling et al. 1985), das Inhibin B 
(bestehend aus α-βB). Die Homologie der β-Untereinheit bestätigte sich durch die 
Charakterisierung der Gene für die Inhibin-Untereinheiten. Klonierung von cDNA für 
die α- und β-Untereinheit ergab, daß beide jeweils von einem Gen codiert werden und 
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darüber hinaus als Vorläuferproteine synthetisiert werden. Diese Ergebnisse beim 
Menschen bestätigen ähnliche Untersuchungen bei anderen Spezies. Ferner fiel auf, daß 
die AS-Sequenz der β-Untereinheit bei Mensch, Rind und Schwein völlig identisch ist 
sowie auch Ähnlichkeiten mit derer der α-Untereinheit aufweist (Stewart et al. 1986). 
Für die Existenz der Vorläuferproteine spricht auch der Nachweis zweier Proteine mit 
einem Molekulargewicht von 25 kDa bzw. 27 kDa in Follikelflüssigkeit von Rindern. 
Ersteres weist eine identische AS Sequenz verglichen mit den N-terminalen AS 1-166 
der α-Untereinheit auf (genannt αN), letzteres ist identisch mit der pro-αC-Sequenz der 
α-Untereinheit (Robertson et al. 1989). Aus diesen Daten läßt sich die mutmaßliche 
Struktur des Vorläufers der α-Untereinheit ableiten. Dieses Vorläuferprotein besteht 
demnach aus der pro-Sequenz, der αN-Untereinheit und der αC-Untereinheit (pro-αN-
αC). αN und αC gemeinsam scheinen die α-Untereinheit des 58 kDa Inhibins zu bilden, 
wogegen im 31 kDa Inhibin das αN enzymatisch herausgeschnitten wird. 
Eine möglicherweise bedeutende lokale, parakrine oder autokrine Wirkung der isoliert 
vorkommenden α-Untereinheit (Robertson et al. 1989) könnte die Modulation der 
Bindung des FSH an seinen Rezeptor sein (Schneyer et al. 1991). Über diesen 
Mechanismus wäre eine Regulation der Empfindlichkeit der Zellen für den FSH-
Stimulus denkbar, zusätzlich zu den Vorgängen der Desensibilisierung des Rezeptors. 
Unklar ist bislang, in welcher räumlichen Anordnung sich die Bestandteile der 
Untereinheiten sowohl in ihrer freien als auch in der dimerisierten Form befinden. 
Neben der Homologie der Inhibin-Untereinheiten untereinander und zwischen Spezies 
ist auch eine enge Verwandtschaft mit Proteinen der TGFβ-Superfamilie („transforming 
growth factor β“) wie zum Beispiel TGFβ selbst und der sog. „Mullerian Inhibiting 
Substance“ (MIS) beschrieben worden (de Kretser et al. 1989a). Dies könnte als 
Hinweis angesehen werden für andere Effekte, die nicht im Zusammenhang mit der 
FSH-Regulation stehen, aber dennoch durch Inhibin vermittelt werden. 
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1.5.2. Activin und FSP 
 
Während Experimente zur Isolation des Inhibin durchgeführt wurden, stießen die 
Untersucher auf ein Protein, das im Gegensatz zum Inhibin die FSH-Ausschüttung 
fördert. Das zunächst als FRP („FSH releasing protein“) bezeichnete Molekül (Vale et 
al. 1986) stellte sich als Homodimer aus β-Untereinheiten des Inhibin heraus. Ebenso 
wie Inhibin ist dieses Activin genannte Protein über Disulfidbrücken verknüpft. Diese 
Verbindung war, wie schon bei den Inhibinformen beobachtet, wichtige Voraussetzung 
für die Bioaktivität. Wurden die Disulfidbrücken getrennt, verlor das Activin seine 
FSH-freisetzende Wirkung (Ling et al. 1986). 
Activin bewirkt selektiv eine FSH-Ausschüttung und läßt die übrigen Hormone der 
Adenohypophyse unbeeinflußt. Seine Wirkung wird nicht durch den GnRH-Rezeptor 
vermittelt (Vale et al. 1986). Es liegt also die Vermutung nahe, daß spezifische 
Rezeptoren für Activin, möglicherweise auch für Inhibin, existieren. Zuerst wurde 
Activin als Dimer der βA-Untereinheiten des Inhibin isoliert. Da jedoch unterschiedliche 
β-Ketten existieren, kommen auch verschiedene Formen des Activins vor, je nachdem 

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Abb. 1.6: Schematische Darstellung der Untereinheiten sowie der daraus 
zusammengesetzten Inhibin- und Activinformen. 
Die Zusammensetzung von Inhibin respektive Activin A oder B wird von der 
$UWGHU -Kette bestimmt (nicht gesondert dargestellt). Inhibin und Activin sind 
von Pro-Hormonen abgespaltene Dimere, die über Disulfidbrücken 
verbunden sind. 
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welche β-Untereinheiten zusammengeschlossen sind (Activin A βAβA, Activin B βBβB, 
Activin AB βAβB). 
Neben Inhibin konnte noch ein weiterer Faktor isoliert werden, der die FSH-
Ausschüttung hemmt. Es handelt sich dabei ebenfalls um ein Protein, jedoch mit 
wesentlich geringerer Bioaktivität als Inhibin. Strukturell ist es nicht mit Inhibin 
verwandt. Die verschieden großen Formen des FSP („FSH suppressing prote in“) oder 
Follistatin, scheinen durch alternatives Splicing der mRNA zu entstehen (Risbridger et 
al. 1990). 
Die Vielfalt der FSH-freisetzenden und FSH-hemmenden Faktoren macht den 
Feedback-Mechanismus der Hypophysen-Gonaden-Achse wesentlich komplizierter als 
bislang angenommen. Zum einen durch die verschiedenen Faktoren selbst, zum anderen 
durch deren wechselseitige Beeinflussung. Ebenso bleibt unklar, wann Inhibin oder 
Activin aus den Untereinheiten aufgebaut wird und inwieweit diese Proteine noch 
weitere Funktionen übernehmen, insbesondere im Hinblick auf eine lokale Regulation 
innerhalb der Gonaden. 
1.5.3. Physiologie des Inhibin  
1.5.3.1. Ursprungsort der Inhibinproduktion im männlichen Organismus 
 
Das zirkulierende Inhibin ist vorwiegend gonadalen Ursprungs und gelangt über den 
Blutstrom in den Kreislauf, dabei ist eine 10fach höhere Konzentration im Blut des 
Plexus pampiniformis als im peripheren Blut nachweisbar. Kastration führt zu einem 
raschen Abfall der Inhibinkonzentration, was auf eine nur kurze Halbwertszeit des 
Hormons hinweist (Ishida et al. 1990). 
Die Sertoli-Zellen gelten als die Hauptproduktionsstätte für Inhibin. Dies wurde durch 
den Nachweis von Inhibin im Medium von Sertoli-Zellkulturen bestätigt (de Kretser et 
al. 1990). Auch die Kinetik der Inhibinproduktion konnte in Zellkulturexperimenten 
beobachtet werden, wobei eine zeitliche Verzögerung der Inhibinantwort auf FSH-
Erhöhung und FSH-Erniedrigung auffiel (Jakubowiak et al. 1990). 
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Schwieriger ist die Frage nach dem Einfluß der Leydig-Zellen auf die 
Inhibinproduktion. An Ratten und an Leydig-Zellkulturen in vitro war ein Anstieg der 
immunoreaktiven Inhibinkonzentration, das bedeutet zwar nachweisbares Inhibin im 
Radioimmunoassay, jedoch keine nachweisbare Bioaktivität im Bioassay, nach hCG-
Stimulation nachzuweisen (Sharpe et al. 1988; Risbridger et al. 1989). Wurde bei Ratten 
die Testosteronproduktion auf den hCG-Stimulus gehemmt, gingen die Inhibinwerte nur 
wenig zurück. Hieraus kann geschlossen werden, daß möglicherweise ein Produkt der 
Leydig-Zellen die Inhibinausschüttung aus den Sertoli-Zellen fördert und diese 
unabhängig von Testosteron ist (Sharpe et al. 1988). Allerdings führte die sehr hohe 
verabreichte Dosis des hCG zu einer Schädigung der Hoden, daher stellt sich die Frage 
der physiologischen Relevanz dieser Ergebnisse, da diese hohen 
Hormonkonzentrationen in vivo nicht auftreten. 
Im Gegensatz dazu konnte in den Kulturzellen mRNA der α-Untereinheit nachgewiesen 
werden sowie auch bioaktives Inhibin im Kulturmedium. Ein Anstieg des 
immunoreaktiven Inhibins nach LH- (nicht jedoch nach FSH-) Stimulation deutet auf 
einen direkten Effekt auf die Inhibinproduktion durch die Leydig-Zellen hin (Risbridger 
et al. 1989). Eine andere Arbeitsgruppe konnte zwar ebenso immunoreaktive α-
Untereinheiten und die entsprechende mRNA in Zellkulturen nachweisen, jedoch 
fanden sie keine Bioaktivität (de Winter et al. 1992). Weiter gestützt wird die These der 
Inhibinproduktion durch die Leydig-Zellen oder deren Beeinflussung durch 
Experimente, bei denen die Leydig-Zellen selektiv zerstört werden. Bei Ratten führt 
hCG-Stimulation zu einer gesteigerten Produktion von Testosteron und 
immunoreaktivem Inhibin, wie bereits zuvor erwähnt. Werden die Leydig-Zellen 
zerstört, sinkt die Testosteronkonzentration ab, während die des Inhibins leicht steigt. 
Erneute hCG Stimulation führt weder zu einem Anstieg des Testosterons noch des 
Inhibins. Auch unter Testosteronsubstitution blieb ein Inhibinanstieg aus. Erst als sich 
neue Leydig-Zellen entwickelten, konnte der ursprüngliche Konzentrationsanstieg für 
beide Hormone wieder beobachtet werden (Drummond et al. 1989). Die Leydig-Zellen 
scheinen also einen Einfluß auf die Inhibinproduktion innerhalb der Testes zu haben, 
welcher Art dieser Einfluß ist, bleibt jedoch noch offen. 
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Auch eine andere Studie zeigte keinen Abfall der Inhibin-Levels bei Zerstörung der 
Leydig- Zellen, so daß der Anteil der Leydig-Zellen am gesamten Inhibin wohl eher 
gering ausfällt (de Kretser et al. 1989b). Insgesamt ergibt sich nur ein nicht 
zufriedenstellendes Bild über die Rolle der Leydig-Zellen bezüglich ihrer Bedeutung für 
die Inhibinproduktion, zumindest solange keine neueren Untersuchungen vorliegen. 
1.5.3.2. Der negative Feedback-Mechanismus zwischen Inhibin und FSH 
 
Nach der sogenannten Inhibin-Hypothese soll Inhibin als Produkt der Sertoli-Zellen (Le 
Gac et al. 1982) nach FSH-Stimulation die Ausschüttung dieses Gonadotropins 
hemmen. In vitro Experimente mit Sertoli-Zellkulturen konnten die inhibinfreisetzende 
Wirkung des FSH bestätigen (Jakubowiak et al. 1990) und auch die FSH-hemmende 
Wirkung des Inhibins konnte an Zellkulturen aus Rattenhypophysen demonstriert 
werden (Campen et al. 1988). 
In vivo Studien haben zur Aufklärung des Feedback-Mechanismus wesentlich 
beigetragen. Wurde bei männlichen Ratten Glycerol in die Testes injiziert, so folgte eine 
dosisabhängige Inhibition der Spermatogenese im Bereich der Injektion durch 
Zerstörung verschiedener Zelltypen. Daraufhin sank die testikuläre sowie Serum-
Inhibinkonzentration ab und die FSH-Konzentration stieg deutlich an. Eine signifikante 
negative Korrelation zwischen beiden Hormonen war zu beobachten (Weinbauer et al. 
1989). Dadurch konnte zum einen der gonadale Ursprung des Inhibins, zum anderen 
auch die postulierte Regulation des FSH durch Inhibin untermauert werden. Zudem 
ergab die abnehmende Inhibinkonzentration bei zunehmender Schädigung der Tubuli 
einen Anhalt, Inhibin als Marker für eine Tubulischädigung (insbesondere der Sertoli-
Zellen) zu betrachten. 
Intravenöse Injektion von rekombinantem humanen-Inhibin A in kastrierte und normale 
Ratten zeigte einen, mit einer zeitlichen Latenz von ca. 6 Stunden einsetzenden, 
dosisabhängigen Abfall der FSH-Konzentration. Die LH-Werte blieben unbeeinflußt. 
Darüber hinaus konnte ebenfalls ein Abfall der mit GnRH stimulierten FSH-Sekretion 
festgestellt werden (Rivier et al. 1991). Auf rh-Inhinbin A Stimulus war bei männlichen 
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Ratten eine stark verminderte Synthese der mRNA für die β-Untereinheit des FSH und 
verminderte FSH Sekretion nachweisbar, für LH bzw. LHβ jedoch nicht. Andererseits 
war der beobachtete Anstieg auf rh-Activin A nur sehr gering bei jungen Ratten, gar 
nicht bei erwachsenen Tieren erkennbar (Carroll et al. 1991). Anders verhielt es sich bei 
weiblichen Tieren. Hier war ein deutlicher Anstieg der FSHβ-mRNA wie auch der FSH-
Sekretion zu beobachten. 
Weiterhin war das Zusammenspiel von Inhibin und FSH ebenso an Affen zu 
beobachten. Affen, die verschiedene Dosen von humanem FSH erhielten, zeigten auf 
jeden FSH-Bolus (mit Ausnahme der geringsten FSH Dosis) eine dosisabhängige 
Zunahme der Plasmainhibinkonzentration (Fingscheidt et al. 1990). Ebenso wie bei in 
vitro Experimenten trat der Inhibinanstieg mit einer gewissen Latenzzeit ein. Die 
Testosteronwerte fielen in den ersten Stunden nach der FSH-Applikation, jedoch stiegen 
sie rasch wieder auf Ausgangswerte. Es ist davon auszugehen, daß die verwendete FSH-
Präparation keine LH-Aktivität enthielt, so daß der Anstieg der Inhibinkonzentration als 
direkter Effekt des FSH interpretiert werden kann. In einem anderen Experiment wurde 
das endogene Inhibin von Affen, mittels eines Antiserums gegen die α-Untereinheit 
neutralisiert (Medhamurthy et al. 1990). Daraufhin erhöhte sich die Pulsamplitude und 
die Plasmakonzentration des FSH innerhalb von zwei Tagen. Die vermehrte Sekretion 
von FSH blieb bis zu Tag vier bestehen, um dann wieder auf normale Werte abzufallen 
(Tag 16). Als Kontrollgruppe dienten Affen, die nur Serum ohne den Anti-Inhibin-
Antikörper erhielten. In der Kontrollgruppe war der FSH-Anstieg nicht zu beobachten. 
In keiner der beiden Gruppen zeigte sich eine Veränderung der LH- oder 
Testosteronausschüttung. Inhibin hat demnach einen Einfluß auf die FSH-Sekretion 
direkt auf hypophysärer Ebene. 
Zur Klärung der Rolle von FSH und LH für die Inhibinsekretion wurde Affen 
intermittierend rhFSH oder rhCG infundiert (Majumdar et al. 1997). Während nach 
FSH-Gabe mit einer Verzögerung von ca. 5-6 Stunden die Konzentration an 
immunoreaktivem Inhibin anstieg, war ein solcher Anstieg bei rhCG Stimulation, die 
nur zum Anstieg des Testosterons führte, nicht zu entdecken. Mittels 
Gelchromatographie und spezifischer, neuer ELISAs gelang es, das immunoreaktive 
Inhibin als Gemisch aus verschieden großen Inhibinformen zu identifizieren. Dabei 
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bestand die 31 kDa Fraktion aus Inhibin B und pro-αC. Somit sind verschieden 
Inhibinformen im Serum von Affen nachweisbar und durch FSH stimulierbar, ein 
weiterer Anhaltspunkt für die Wichtigkeit des Inhibins in der Hypophysen-Gonaden-
Achse. 
Insgesamt gesehen konnten also die Zellkultur- und Tierexperimente zum einen die 
Inhibin-Hypothese bekräftigen, zum anderen auch einen gewissen Einblick in die 
Kinetik der Hormoninteraktionen liefern. Beim Menschen gestalteten sich die 
Untersuchungen schwieriger und mit Ergebnissen, die nach der Inhibin-Hypothese nicht 
zu erwarten waren. Bei der Untersuchung von Männern mit verschieden schweren 
Graden von Defekten der Spermatogenese ergaben sich keine Unterschiede in der 
Inhibinkonzentration im Vergleich mit einer gesunden Kontrollgruppe. Darüber hinaus 
konnte keine Korrelation zwischen den Inhibinwerten und der FSH-Konzentration 
ausgemacht werden, weder in der Patienten- noch in der Kontrollgruppe. Diese 
Ergebnisse stehen in krassem Gegensatz zu den nach der Hypothese erwarteten 
Zusammenhängen, besonders der fehlende Zusammenhang von Inhibin und FSH (de 
Kretser et al. 1989c). Als mögliche Erklärung wurde die regulatorische Wirkung des 
Testosterons auch auf das FSH angeführt. Mit der beobachteten Abnahme der 
Testosteronwerte bei zunehmender Hodenschädigung könne ein FSH-Anstieg 
hervorgerufen werden, der eine gesteigerte Inhibinproduktion in den Sertoli-Zellen 
hervorriefe. Erst bei sehr ausgeprägter Schädigung sei ein Abfall der 
Inhibinkonzentration zu erwarten, da in diesem Falle die Kompensationsfähigkeit der 
Sertoli-Zellen erschöpft sei. Möglicherweise könnte auch eine veränderte 
Activinproduktion die FSH-Werte beeinflussen und so den Zusammenhang zwischen 
FSH und Inhibin verschleiern. 
Desgleichen konnte in einer Untersuchung an Männern mit unterschiedlich ausgeprägter 
Oligozoospermie und Azoospermie keine Veränderung der Inhibinlevels zwischen 
Patienten- und Kontrollgruppe festgestellt werden. Auch eine negative Korrelation von 
FSH und Inhibin war nicht evident (Vicari et al. 1994). Neben den oben beschriebenen 
möglichen Erklärungen, zogen die Autoren zusätzlich noch Unzulänglichkeiten der bis 
dahin verfügbaren Assays für Inhibin heran. Möglicherweise detektierten die Assays zu 
einem großen Teil auch die α-Untereinheiten und nicht spezifisch das dimere Inhibin. 
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Es besteht die Möglichkeit, daß auch geschädigte Testes noch die α-Untereinheiten, 
jedoch kein intaktes Inhibin produzieren, welche dann mittels des Assays detektiert 
werden und so die wahre Inhibinkonzentration zu hoch erscheinen lassen.  
1.5.3.2.1. Inhibin B als negativer Feedback-Regulator des FSH bei Männern 
 
Die zuvor beschriebenen Probleme, eine klare Beziehung zwischen Inhibin und FSH im 
männlichen Organismus nachzuweisen, konnten erst gelöst werden als spezifische 
ELISA-Systeme zur Messung der verschiedenen Inhibinformen zur Verfügung standen 
(siehe Inhibin Assays). Mittels dieser Verfahren konnte festgestellt werden, daß Inhibin 
A bei normalen und infertilen Männern trotz hoher Sensitivität des Assays nicht 
nachweisbar war. Inhibin B und Vorstufen des Inhibin, die die pro-αC-Sequenz 
beinhalten, dagegen konnten bei allen Männern nachgewiesen werden. Dabei zeigte 
sich, daß die Konzentrationen an Inhibin B und pro-αC-Vorstufen bei normalen 
Männern höher lag als bei infertilen Männern bzw. Männern mit Erkrankungen der 
Hoden und erhöhten FSH-Werten. Eine signifikante negative Korrelation zwischen 
Inhibin B und FSH wurde bei allen Gruppen, außer der gesunden Kontrollgruppe, 
gefunden (Illingworth et al. 1996). Hier konnte nun auch beim Menschen der 
Zusammenhang von Inhibin und FSH belegt werden. Ferner ist Inhibin B im 
männlichen Organismus die vorherrschende Form. 
Stützende Ergebnisse lieferte eine weitere Studie, bei der verschiedenste Gruppen 
männlicher Probanden untersucht wurden (Anawalt et al. 1996). Hier konnte ebenfalls 
in keiner Gruppe Inhibin A detektiert werden, gesunde Probanden hatten signifikant 
höhere Inhibin B-Werte als die übrigen Gruppen. Bei orchidektomierten Probanden 
konnte auch Inhibin B nicht nachgewiesen werden, somit scheint der gonadale Ursprung 
dieser Form gesichert. Dagegen war jedoch in dieser Gruppe geringe pro-αC-Aktivität 
vorhanden, ein Hinweis auf andere Quellen für die α-Untereinheit. Bei gesunden 
Männern, die mit Testosteron und Levonorgestrel zur Suppression der endogenen 
Gonadotropine behandelt wurden, war die Inhibin B-Konzentration signifikant geringer 
als vor und nach der Behandlung. Wurden gesunde Männer mit rhFSH behandelt, so 
stiegen Inhibin B- und pro-αC-Konzentration nach 24 Stunden an und blieben für sieben 
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Tage erhöht. Hiermit konnte also auch die Gonadotropinabhängigkeit der 
Inhibinproduktion bestätigt werden. 
Patienten mit GnRH-Defizienz zeigten signifikant niedrigere Inhibin B-Werte als die 
gesunde Kontrollgruppe (Seminara et al. 1996). Unter Therapie mit exogener GnRH 
Applikation stiegen die Gonadotropine sowie die Inhibin B-Werte an und die negative 
Korrelation zwischen FSH und Inhibin B stellte sich ein. Weitere Unterstützung der 
Inhibin-Hypothese erbrachte eine weitere Untersuchung, wobei gesunde Probanden 
Testosteron zur Kontrazeption erhielten (Anderson et al. 1997). In dieser Studie zeigte 
sich erneut die negative Korrelation zwischen FSH und Inhibin B sowohl vor als auch 
nach Beendigung der Therapie. Mit beginnender Suppression der Gonadotropine sank 
auch die Inhibin B Konzentration ab. Nach Absetzen der Therapie erholten sich die 
Gonadotropinwerte zunächst schneller, zum Teil mit einem überschießenden Anstieg, 
als die Inhibinwerte. Möglicherweise brauchten Sertoli-Zellen eine längere 
Erholungsphase ehe der physiologische Regulationsmechanismus wieder voll wirksam 
werden konnte. 
Alles in allem verweisen diese Ergebnisse auf die eminent wichtige Rolle des Inhibin B 
im männlichen Organismus und seine Rolle in der Steuerung der Hypophysen-Gonaden-
Interaktion, ferner auf seine Produktion in den Sertoli-Zellen und die Beeinträchtigung 
der Produktion durch Erkrankungen bzw. Suppression der Gonadotropine. Inhibin B 
könnte also als Serummarker für die Funktion der Testes, insbesondere der Sertoli-
Zellen, eingesetzt werden.  
1.5.3.3. Veränderungen der Inhibin Konzentration 
 
Die Produktion des Inhibin scheint, bei älteren Männern mit der Spermienproduktion 
abzufallen (Tenover et al. 1988). Auch erhöhte Serumgonadotropinwerte können diesen 
Abfall der Hodenfunktionen nicht aufhalten. Im Vergleich mit jungen, gesunden 
Männern zeigen sie erniedrigte Inhibinwerte, die zwar auf Stimulation noch ansteigen, 
der Anstieg allerdings weniger stark ausgeprägt ist. Diese Ergebnisse deuten somit auf 
eine Abnahme der Funktionen der Sertoli-Zellen hin. 
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Grundsätzlich unterliegt die Inhibinsekretion einem zirkadianen Rhythmus mit 
niedrigen Werten am Abend und in der Nacht (Minimum gegen 22.00 Uhr) und 
steigenden Werten am Morgen. Diese erreichen ihren Höchststand gegen 9.00 Uhr, um 
danach kontinuierlich abzufallen (Yamaguchi et al. 1991). Für die Gonadotropine waren 
jedoch nur ganz leichte Schwankungen der Serumkonzentration festzustellen. Auch in 
dieser Studie wurde bei älteren Probanden eine signifikante Erniedrigung der 
Inhibinwerte beobachtet. Allerdings bleibt offen, was letztlich die Schwankungen der 
Inhibinsekretion verursacht. Schwankungen in der FSH-Konzentration können wegen 
seiner im Vergleich zum Inhibin längeren Halbwertszeit nicht unmittelbar mit den 
Inhibinkonzentrationen in Zusammenhang gebracht werden. Darüber hinaus könnten 
auch andere Substanzen, die mit einer Tagesrhythmik sezerniert werden, die 
Inhibinsekretion beeinflussen. Naheliegend wäre ein Zusammenhang mit Testosteron, 
jedoch konnte ein direkter Effekt von Testosteron nicht beobachtet werden (s. 1.5.3.1.). 
1.5.3.4. Inhibinformen im Serum 
 
Spezielle Extraktionsverfahren und die jeweils zur Verfügung stehenden Assays wurden 
benutzt, um verschiedene Inhibinformen im Serum/Plasma bzw. Follikelflüssigkeit zu 
identifizieren. Inhibin liegt, nach Ergebnissen verschiedener Untersuchungen, in einer 
ganzen Reihe seiner Vorstufen mit unterschiedlichem Molekulargewicht im Serum vor. 
Hier sollen in erster Linie die Formen im Serum von Männern dargestellt werden. 
So wurden zunächst (Robertson et al. 1995) zahlreiche Formen isoliert, die in ihrem 
Molekulargewicht bereits bekannten Vorläuferproteinen entsprachen oder deren 
Existenz durch verschiedene Prozessierung der Vorstufen wahrscheinlich war. Wichtig 
war in diesem Zusammenhang die Diskrepanz zwischen Immunoreaktivität (im RIA) 
und nur gering ausgeprägter Bioaktivität in einem Bioassay im Gegensatz zu den 
Ergebnissen bei Serum von Frauen. 
Auch in der Verteilung der 31 und 34 kDa Formen, letztere konnte bei Männern nicht 
entdeckt werden, offenbarten sich Unterschiede. Damals wurden diese Unterschiede 
einer möglichen differierenden Glykosylierung oder verschiedener Expression der 
Inhibin A- und B- Form zugeschrieben. Mit der Einführung von Assays für Inhibin A 
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gelang eine etwas genauere Charakterisierung (Robertson et al. 1996). Im Gegensatz zu 
der erstgenannten Untersuchung zeigte sich in Serumproben von Männern ein 
Übergewicht der Immunoreaktivität im Bereich der 36 kDa Form, wobei insgesamt nur 
weniger der höhermolekularen Formen detektiert werden konnten. Diese 36 kDa Form 
war jedoch nicht reaktiv in den verschiedenen eingesetzten Inhibin A Assays, so daß die 
Vermutung nahelag, es handele sich um Inhibin B. Später bestätigte sich diese 
Vermutung, als neuerliche Experimente, diesmal mit einem Inhibin B Assay, Aktivität 
im Bereich von 36 kDa und 66 kDa anzeigten. Eine 55kDa Form des Inhibin B wurde in 
Follikelflüssigkeit nachgewiesen, die im Serum nicht vorhanden war. Diese 
Unterschiede beruhen wahrscheinlich auf unterschiedlicher Prozessierung der Proteine 
in den verschiedenen Kompartimenten. Überdies ergab ein pro-αC-Assay ähnliche 
Aktivitätsmuster wie bei Serum- und Follikelflüssigkeitsproben von Frauen (Robertson 
et al. 1997). 
1.5.3.5. Bindungsproteine für Inhibin und Activin im Serum 
 
Für diese beiden Glykoproteinhormone sind bislang zwei Bindungsproteine bekannt, 
die, ähnlich wie bei anderen Hormonen, den Transport in der Zirkulation und somit die 
Bioverfügbarkeit und die Clearance der Hormone wesentlich beeinflussen können. 
Zunächst wurde das Follistatin (FSP) als Bindungsprotein für Activin (Nakamura et al. 
1990) identifiziert. Nachfolgend konnte jedoch auch eine Bindung von Inhibin gezeigt 
werden. Die Bindung erfolgt über die gemeinsamen β-Untereinheiten von Inhibin und 
Activin, allerdings mit höherer Affinität für Activin (Shimonaka et al. 1990). Follistatin 
könnte somit als Regulator der Bioverfügbarkeit von Activin dienen und in dieser Weise 
Inhibineffekte erst ermöglichen bzw. verstärken. Ebenso konnte die Bindung an FSP in 
humaner Follikelflüssigkeit nachgewiesen werden, in humanem Serum scheint jedoch 
die Bindung vornehmlich vom α2-Makroglobulin übernommen zu werden (Krummen et 
al. 1993). 
α2-Makroglobulin war bereits als Bindungsprotein im Serum entdeckt worden (Vaughan 
et al. 1993) als Immunoassays für dimeres Inhibin entwickelt wurden und sich dabei 
eine hochmolekulare Substanz zeigte, die die Inhibinmessung beeinflußte. Diese konnte 
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mit dem bis dato verwendeten RIA nicht detektiert werden und lieferte quasi das 
Startsignal für die Suche nach einem Bindungsprotein für dimeres Inhibin. 
Wahrscheinlich hat diese Bindung einen starken Einfluß auf die Clearance von Inhibin 
und Activin, denn beide werden hauptsächlich an eine bestimmte Unterform des α2-
Makroglobulin gebunden und über diese mittels α2-Makroglobulin-Rezeptoren rasch 
aus der Zirkulation entfernt. Activin ist jedoch auch an eine stabile Unterform des α2-
Makroglobulin gebunden, welche im Blut verbleibt. Es wäre über diesen Mechanismus 
eine Feinabstimmung des Activin/Inhibin Verhältnisses im Serum steuerbar (Phillips et 
al. 1997). 
1.5.3.6. Lokale Effekte von Inhibin und Activin 
 
Wie bereits mehrfach angedeutet, sollen die Glykoproteinhormone Inhibin und Activin 
neben der Rolle als Feedback-Regulatoren innerhalb der Hypophysen-Gonaden-Achse 
auch noch weitere parakrine oder autokrine Funktionen übernehmen. Diese Annahme 
basiert vorwiegend auf dem Nachweis der verschiedenen Untereinheiten auch in 
extragonadalen Geweben. Auf zwei dieser lokalen Wirkungen soll hier kurz 
eingegangen werden. 
1.5.3.6.1. Einfluß auf die Hypophyse 
 
Im Zytoplasma von gonadotropinproduzierenden Zellen der Rattenhypophyse konnten 
α- und βB-Untereinheiten nachgewiesen werden, für die βA-Untereinheit ergab sich ein 
ubiquitäres, nukleäres Verteilungsmuster (Roberts et al. 1989b). Nachdem die Gonaden 
entfernt wurden, vergrößerten sich die Zellen in denen α- und βB-Untereinheiten 
enthalten waren und ein Anstieg der entsprechenden mRNAs war zu beobachten. Diese 
Effekte konnten durch Gabe von Östradiol verhindert werden. Auf die βA-Untereinheit 
hatten diese Prozeduren keinen Einfluß. Mittels dieser Proteine könnten also sowohl 
Activin B als auch Inhibin B lokal produziert werden und die FSH-Produktion, -
Sekretion oder den FSH-Abbau zusätzlich zum Inhibin und Activin gonadalen 
Ursprungs modulieren. 
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Die Produktion innerhalb der Hypophyse ist selbst wiederum abhängig von gonadalen 
Steroiden. Mittels spezifischer Antiseren gegen die α- und β-Untereinheiten konnte die 
Produktion von Inhibin und Activin von Hypophysenzellen in Kultur ausgewertet 
werden (Bilezikjian et al. 1993). Im Zytoplasma befanden sich mehrere Formen der α-
Untereinheit sowie verschiedene Formen der βB-Untereinheit, jedoch kein dimeres 
Inhibin B. Aus dem Kulturmedium ließ sich ein 24-25 kDa großes Protein isolieren, das 
bei Reduktion verschwand, dafür jedoch ein 14-15 kDa großes Protein zurückließ. Diese 
Größenverhältnisse charakterisieren die dimere bzw. monomere Form der βB-
Untereinheit. Activin B muß also von den Kulturzellen ins Medium sezerniert worden 
sein. Mit Hilfe radioaktiv markierten Cysteins zeigte sich die Veränderung der βB 
Produktion unter verschiedenen Bedingungen. Activin A führte zu einer 30% geringeren 
Produktion, während Inhibin A oder Follistatin zu einer 70%igen Stimulation der 
Produktion führten. Der Effekt von Activin A war durch Zugabe von Follistatin (⇒ 
Bindung des Activin) zu unterdrücken. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, daß Activin 
seine eigene Produktion in der Hypophyse unterdrückt. Ob es sich hierbei um einen 
direkten Effekt handelt oder noch weitere Faktoren in diese Rückkopplung eingebunden 
sind ist unklar. Ferner können Inhibin und Follistatin das Ausmaß der Hemmung der βB-
Produktion modulieren. 
1.5.3.6.2. Lokale Effekte in den Testes 
 
Mit der Identifizierung der Produktionsorte der Inhibin/Activin-Untereinheiten (s. 
1.5.3.) stellte sich die Frage, inwieweit unterschiedliche Expressionsmuster in 
verschiedenen Zelltypen lokale Regulationsfunktionen übernehmen. Dabei zeigte sich 
zum Beispiel eine altersabhängige Produktion. Bei 12 Tage alten Ratten konnten in den 
Sertoli-Zellen α- und β-Untereinheiten (βB>βA) sowie die entsprechenden mRNAs 
entdeckt werden, während in Leydig-Zellen nur die α-Untereinheit mit der 
korrespondierenden mRNA vorhanden war. Die Sertoli-Zellen können demnach sowohl 
Inhibin als auch Activin produzieren. Isoliert vorkommende interstitielle Zellen 
enthielten dagegen auch die β-Untereinheiten (Roberts et al. 1989a). Stimulation mit 
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hCG führte zu einem starken Anstieg der α-Untereinheit inklusive mRNA, jedoch nur 
einem geringen Anstieg der β-Untereinheiten, deren mRNA-Level unverändert blieb. 
Bei älteren Tieren (60 Tage) war insgesamt ein niedriger Gehalt an α-Untereinheiten in 
den Sertoli-Zellen vorhanden, Stimulation mit hCG hatte keinen Einfluß auf den Gehalt 
an Untereinheiten oder mRNA. Verschiedene Zelltypen können also Inhibin-
Untereinheiten produzieren, wobei die α-und β-Untereinheiten von verschieden Typen 
interstitieller Zellen produziert werden. Das unterschiedliche Ansprechen auf hCG-
Stimulation bei unreifen und älteren Tieren weist möglicherweise auf funktionelle 
Unterschiede sich entwickelnder Leydig-Zellen hin. Ebenso deutet der mit dem Alter 
zunehmende Abfall der Produktion der verschiedenen Untereinheiten auf die Bedeutung 
von Inhibin und Activin im sich entwickelnden Hoden hin. Diese altersabhängigen 
Schwankungen der Produktion der α- und β-Untereinheiten konnte in anderen Studien 
belegt werden (Keinan et al. 1989; Feng et al. 1989). 
Zusätzlich erbrachten diese Untersuchungen weitere Erkenntnisse über die Regulation 
der Untereinheiten. Während die Expression der α-Untereinheit in Sertoli-Zellen (in 
vitro und in vivo) durch FSH gesteuert wird (Keinan et al. 1989), ist die Expression der 
β-Untereinheiten nicht direkt von FSH abhängig (Feng et al. 1989). Für die 
Untereinheiten scheinen also verschiedene Regulationsmechanismen zu bestehen, so 
daß hierin die Möglichkeit einer bevorzugten Produktion von Inhibin oder Activin liegt, 
je nachdem ob die α-Untereinheit oder β-Untereinheiten vorzugsweise exprimiert 
werden. Dadurch könnte der Ablauf der Spermatogenese in den Tubuli seminiferi 
gesteuert werden, wobei Inhibin und Activin zu verschiedenen Zeitpunkten 
Differenzierungsschritte der Keimzellen ermöglichen. Mittels in situ Hybridisierung 
konnte eine Expression von Inhibin-βA und -βB mRNA im Rattenhoden in Abhängigkeit 
der Stadien der Spermatogenese nachgewiesen werden (Kaipa et al. 1992). Anders als 
beim Menschen (s. 1.1.2.2.) wird der Zyklus der Spermatogenese bei Ratten in 14 
Stadien eingeteilt, die prinzipiellen Abläufe sind jedoch ähnlich. Für die βA-Untereinheit 
in Sertoli-Zellen fand sich eine starke Expression in den Stadien IX-XI sowie eine hohe 
Follistatinexpression. Dies kann auf eine bevorzugte Produktion von Activin A 
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hindeuten, das mit dem ebenfalls produzierten Follistatin als Bindungsprotein 
zusammenwirken könnte. 
Die Expression der βB-Untereinheit zeigte ein etwas anderes Muster mit einem Anstieg 
in den Stadien VIII-XII und ihrem Höhepunkt im Stadium XIII. Zusammen mit einer 
ähnlichen Verteilung der Expression der α-Untereinheit ist eine bevorzugte 
Inhibinproduktion in diesem Stadium denkbar. Darüber hinaus wurde auch die 
Expression des Activin-Rezeptors, der in mehreren Unterformen existiert, verfolgt. Der 
Rezeptor wurde hauptsächlich in Spermatozyten und Spermatiden (Stadium XIII und 
XIV) nachgewiesen. In einer Zeit also, kurz nach den Peak-Werten für βA, so daß das 
hernach Möglicherweise produzierte Activin A auch auf sensible Zellen trifft und deren 
Differenzierung steuert. Ferner exprimierten auch die Sertoli-Zellen den Activin-
Rezeptor, allerdings nur in geringer Menge und in stadienunabhängiger, konstanter 
Ausprägung. 
Ähnliche Werte für die Expression der Inhibin-Untereinheiten fanden sich auch in einer 
Studie mit Rattenhoden, in denen die Spermatogenese in den Tubuli synchronisiert 
wurde (Klaij et al. 1994). Die Untersuchung der Bindung von Inhibin und Activin an die 
verschiedenen Keimzelltypen ergab, daß Inhibin an alle Arten binden kann. Activin 
bindet jedoch hauptsächlich an Spermatogonien sowie an Spermatozyten und 
Spermatiden (Woodruff et al. 1992). Dies steht in engem Zusammenhang mit der zuvor 
beschriebenen Expression des Activin-Rezeptors. Die stadienabhängige Bindung von 
Activin ist jedoch erst bei alten Tieren (45-60 Tage) ausgeprägt (Krummen et al. 1994). 
In früheren Entwicklungsstadien wird Activin noch stadienunabhängig im basalen Teil 
der Tubuli gebunden. Für Inhibin scheinen andere Bindungsstellen wichtig zu sein, 
obwohl ein Inhibin-Rezeptor bislang nicht identifiziert wurde. Zwei Proteine, 
Betaglycan und inhibin binding protein/p120 (InhBP/21), konnten bislang als mögliche 
Rezeptoren identifiziert werden (Bernard et al. 2002). Hierbei ist allerdings zu 
berücksichtigen, daß beide Proteine nicht alle Kriterien eines Rezeptormoleküls 
erfüllen, insbesondere sind die Expression in den Inhibin-Zielzellen, die 
Bindungsaffinität und –spezifität sowie unabhängige Mechanismen der Inhibin-
Signaltransduktion nicht in allen Belangen erfüllt. Daher kommt diesen Proteinen eher 
die Rolle eines Co-Rezeptors als eines funktionell eigenständigen Rezeptors zu. 
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Interessant ist die Bindung des Inhibin an androgenproduzierende Zellen (Krummen et 
al. 1994), wodurch eine weitere Möglichkeit zur Beeinflussung des hormonellen Milieus 
gegeben ist. Inhibin und Activin können somit an unterschiedlichen Stellen in den 
Ablauf der Spermatogenese eingreifen. Jedoch ist Activin nicht nur für die 
Spermatogenese wichtig. Vor kurzem wurde gezeigt, daß auch Sertoli-Zellen innerhalb 
einer bestimmten Phase der Entwicklung auf Activin- und FSH-Stimulation vermehrt 
proliferieren (Boitani et al. 1995). Ist ein gewisses Alter überschritten, werden sie weder 
durch FSH noch durch Activin oder deren Kombination zu weiterem Wachstum 
angeregt.  
Somit wird deutlich, daß Inhibin und Activin nicht nur über die Feedback-Regulation 
mit der Hypophyse, sondern auch durch lokale Wirkungen, wie etwa ein 
Ungleichgewicht zwischen beiden Hormonen, einen Einfluß auf die Fertilität des 
Mannes haben könnten.  
1.5.4. Inhibin als Tumorsuppressor 
 
Eine weitere wichtige Funktion des Inhibins, die hier nur kurz skizziert werden soll, 
besteht in seiner Fähigkeit, die Bildung von Tumoren zu unterdrücken. Als Mitglied 
einer Familie von Wachstumsfaktoren, die Zellteilung und Differenzierung steuern, liegt 
die Vermutung nahe, auch Inhibin könne an der Entstehung von Tumoren (vor allem der 
Gonaden) beteiligt sein. 
In einem Tiermodell wurden Mäuse gezüchtet, bei denen beide Allele für das Gen der 
α-Untereinheit des Inhibins defekt waren (Null-Allele). Alle homozygoten Tiere 
konnten demnach kein Inhibin mehr produzieren, die Activinproduktion blieb dagegen 
unbeeinträchtigt. Männliche wie weibliche Tiere entwickelten sich zunächst normal, ab 
einem Alter von vier Wochen entstanden bei nahezu allen Tieren gonadale Tumoren. 
Die zunächst noch vorhandene Spermatogenese bzw. Follikelreifung kam zum Erliegen. 
Die FSH-Werte waren auf das zwei- bis dreifache der Kontrollgruppe erhöht. In der 
Kontrollgruppe und in der Gruppe der heterozygoten Tiere entwickelten sich keine 
Tumoren (Matzuk et al. 1992). Für die Entwicklung der Gonaden ist Inhibin demnach 
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kein essentieller Faktor, denn Spermatogenese und Follikelreifung funktionieren zu 
Beginn der Entwicklung, wohl aber für die Proliferation der gonadalen Zellen. 
Langfristigere Beobachtung von inhibindefizienten Mäusen mit gonadalen Tumoren 
zeigte das Auftreten einer tumorbedingten Kachexie. Wurde die Entstehung eines 
gonadalen Tumors durch Gonadektomie verhindert, blieb die Kachexie zunächst 
ebenfalls aus. Sie stellte sich jedoch später ein, wobei diese Tiere Tumoren der 
Nebennierenrinde entwickelten, an deren Folge sie schließlich verstarben (Matzuk et al. 
1994). Folglich entfaltet sich die tumorunterdrückende Wirkung des Inhibins, damit 
auch seine autokrine bzw. parakrine Regulation, auch in den Nebennieren, in denen 
ebenfalls die spezifische mRNA lokalisiert werden konnte. Darüber hinaus konnte eine 
13-20fache Erhöhung der Activinwerte im Serum der Tiere mit gonadalen Tumoren 
gemessen werden, vermutlich weil Activin auch von den Tumorzellen produziert wird. 
Activin soll über eine Schädigung der Leber maßgeblich an der Ausbildung der 
Tumorkachexie beteiligt sein. Als weiterer Faktor für die Tumorentwicklung stellten 
sich auch die erhöhten FSH-Werte heraus. Mäuse, die weder das Gen für Inhibin noch 
für GnRH besitzen, zeigten unter supprimierten Gonadotropinwerten keine gonadalen 
oder adrenalen Tumoren und überlebten länger als ein Jahr (Kumar et al. 1996). 
1.6. Inhibin Assays 
 
Die Entwicklung von Assaysystemen zur Bestimmung des Inhibins begannen am Ende 
der siebziger Jahre, schon bevor das Hormon selbst isoliert und in seiner Struktur 
charakterisiert werden konnte. Später, als die Struktur aufgeklärt war, konnten 
spezifische RIAs (Radioimmunoassays) entwickelt werden. Neueste Methoden stellen 
die zweiseitigen ELISAs (Enzyme-linked Immunosorbent Assays) dar, die auch die 
Unterscheidung der verschiedenen Inhibin- (und auch Activin-) Formen erlauben. 
1.6.1. Die Bioassays 
 
Die Bioassays standen am Anfang der Methoden, zunächst noch eher auf die Isolation 
des Hormons als auf dessen quantitative Bestimmung ausgerichtet. Es handelte sich 
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dabei um Assays, bei denen die FSH-Produktion von Hypophysenzellen von Ratten als 
Indikator für die Wirkung des Inhibins genutzt wurde. Dabei sind zwei unterschiedliche 
Ansätze verfolgt worden. Zum einen diente das von GnRH stimulierten Zellen in das 
Kulturmedium vermindert sezernierte FSH als Marker der Inhibinaktivität (Eddie et al. 
1979), zum anderen wurde der Zellgehalt des FSH nach Inhibingabe bestimmt (Scott et 
al. 1980). Als Inhibinstandard kam eine Präparation von testikulärer Lymphflüssigkeit, 
die von Schafen gewonnen wurde, zum Einsatz. Im erstgenannten Fall ergab sich eine 
logarithmisch-lineare Standardkurve für die Suppression der FSH-Sekretion bis zu einer 
Konzentration von 2 mg/ml Inhibinstandard. Höhere Konzentrationen konnten die FSH-
Ausschüttung nicht weiter senken. Ferner kam es auch zu einer Suppression der LH-
Ausschüttung, jedoch in wesentlich geringerem Maße und erst bei hohen 
Konzentrationen (Eddie et al. 1979). Am ehesten ist dieser Effekt wohl auf Reste von 
Androgenen bzw. Östradiol in der Standardpräparation zurückzuführen. Eine 
Schädigung der verwendeten Zellen konnte ausgeschlossen werden, da die Zellen nach 
Durchführung der Experimente auf GnRH-Stimulation wieder normal reagierten. Die 
Abweichung der Messungen zwischen mehreren Assays (Inter-assay Variation) war mit 
einem CV (Coefficient of Variation) von 38% recht hoch. Dennoch galt dieser Bioassay 
als sinnvolle, quantitative Alternative zu den bisherigen, qualitativen in vivo Methoden 
zur Inhibinbestimmung. 
Wird jedoch der Zellgehalt an FSH bestimmt, fällt die Inkubation mit GnRH weg. Die 
Zellen werden nach der Inkubation mit Inhibin zerstört und das freigewordene FSH wird 
bestimmt. Die ermittelte Dosis-Wirkungs-Kurve in diesem Assay verlief parallel zu 
jener, die mit der Messung der FSH-Freisetzung ermittelt wurde und die relative 
Wirksamkeit der Inhibinstandards war in beiden Experimenten ähnlich. Allerdings war 
die Präzision im Vergleich mit dem oben genannten Verfahren besser und die Inter-
assay Variation mit einem CV von 15% deutlich geringer ausgeprägt (Scott et al. 1980). 
Beiden Systemen ist gemein, daß nur Proben mit hohem Inhibingehalt 
(Follikelflüssigkeit u.a.) bestimmt werden können. Für die Messung von Inhibin im 
Serum/Plasma sind sie wegen ihrer geringen Sensitivität ungeeignet. 
Hier konnte eine Weiterentwicklung des erstgenannten Assays Abhilfe schaffen. Die 
Hypophysenzellen stammten nun von Schafen, wodurch eine wesentlich höhere 
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Sensitivität erreicht werden konnte. Auch die Inter-assay Variation lag mit einem CV 
von 9% nochmals besser (Tsonis et al. 1986). Mittels dieses Assays war es erstmals 
möglich, endogenes und exogen verabreichtes Inhibin im peripheren Blut bzw. 
Ovarialvenenblut zu messen. Ein Problem ist all diesen Systemen indes gemein. Es kann 
lediglich eine insgesamt vorhandene Unterdrückung der FSH-Produktion ermittelt 
werden. Andere FSH-beeinflussende Faktoren, die ebenfalls in den untersuchten 
Materialien vorkommen können, etwa Activin oder auch das FSP, das selbst FSH 
supprimiert und überdies Activin binden kann, werden somit in die Bestimmung der 
Inhibinaktivität einbezogen. Natürlich sind Activin und FSP erst später entdeckt 
worden, die damals gewonnenen Ergebnisse sollten aber unter diesem Gesichtspunkt 
betrachtet werden. Heute könnten die Bioassays dazu dienen, etwa die Bioaktivität 
rekombinant hergestellter Inhibinformen in geeigneten Kulturmedien (d.h. ohne Activin 
und FSP) zu bestimmen. 
1.6.2. Die Radioimmunoassays 
 
Grundvoraussetzung für die Durchführung des RIAs war die Verfügbarkeit spezifischer 
Anti-Inhibin-Antikörper. Prinzip des RIAs ist eine gemeinsame Inkubation von 
Antikörpern (AK) und dem entsprechenden, radioaktiv markierten Antigen (AG, 
=Tracer) sowie der zu untersuchenden Probe. In Abhängigkeit der Konzentration des 
AG in der Probe wird der Tracer aus der AG-AK-Bindung verdrängt (natürliches und 
radioaktiv markiertes AG konkurrieren um die Bindungsstellen der AK) und nach der 
Inkubation ausgewaschen. Somit nimmt die Radioaktivität innerhalb der Probe mit 
zunehmender Konzentration des natürlichen AG proportional ab. Mittels einer 
Standardkurve wird dann aus der gemessenen Radioaktivität die Konzentration des AG 
in der Probe bestimmt. 
Zum einen gelang die Herstellung von AK durch Immunisierung von Kaninchen mit der 
58 kDa Form des Inhibins und nachfolgender Extraktion der Antikörper (Mc Lachlan et 
al. 1986). Die spezifischen Antikörper wurden mittels eines Bioassays nachgewiesen, in 
dem sie die Inhibinaktivität von Follikelflüssigkeit (von Mensch und Rind) und 
gereinigtem Inhibin neutralisieren konnten, und im RIA-System zusammen mit 125I-
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markiertem Inhibin (31 und 58 kDa) als Tracer eingesetzt. Mit beiden Tracern und 
Follikelflüssigkeit von Rindern als Inhibinstandard ergaben sich lineare Dosis-
Wirkungs-Kurven für verschiedene Inhibinpräparationen, die über einen weiten 
Konzentrationsbereich parallel zur Standardkurve verliefen. Für die Messung im Serum 
wurde 31 kDa Inhibin als Tracer eingesetzt, da es unter diesen Bedingungen stabiler als 
die 58 kDa Form ist. LH, FSH, TSH verschiedener Spezies sowie hCG zeigten keine 
Kreuzreaktionen in diesem Assaysystem (Mc Lachlan et al. 1986). 
Ein anderer Ansatz war die Herstellung von AK gegen ein synthetisch hergestelltes 
Peptid, das die ersten 25 AS der α-Untereinheit umfaßt (Inhibin vom Schwein). Dieses 
Peptid diente wiederum als Standard und Tracer. Mit Serum von Ratten wurde eine 
Verdrängung des Tracers aus der AK-Bindung beobachtet und die Verdrängungskurve 
verlief parallel zur Standardkurve. Genauso wie in dem zuvor beschriebenen Assay 
zeigten sich keinerlei Kreuzreaktionen mit FSH, LH, GnRH, hCG und TGF-β (Rivier et 
al. 1986). Problematisch war der erstgenannte Assay jedoch dennoch wegen seiner 
Spezifität. Erhebliche Unterschiede zwischen der Inhibin Bio- und Immunoreaktivität 
waren in verschiedenen Studien zu beobachten (Robertson et al. 1989; de Kretser et al. 
1989c). Es stellte sich heraus, daß das pro-αC-Protein zu einem hohen Prozentsatz im 
RIA kreuzreagierte und so zu einer zu hohen Bestimmung der Inhibinwerte beitrug. 
Mittels rekombinant hergestellter α-Untereinheiten aus Zellen, die mit der DNA der α-
Untereinheit transfiziert worden waren, konnte gezeigt werden, daß die Spezifität des im 
RIA eingesetzten Antikörpers ausschließlich auf der Erkennung der α-Untereinheit 
beruhte. Denn diese Proteine verdrängten den Tracer komplett vom AK. Ein Einfluß 
von Inhibin-Dimeren konnte durch die Transfektion nur der DNA der α-Untereinheit in 
die Zellen vermieden werden, so daß die Zellen gar kein Inhibin produzieren konnten. 
Auch Seren von Patienten (postmenopausale Frauen, gonadektomierte Männer und 
GnRH-defiziente Probanden) zeigten eine Inhibinaktivität im RIA. 
Die Charakterisierung der α-Untereinheiten deutete auf verschieden große α-
Untereinheiten hin wie sie wohl bei der Prozessierung des Proteins auftreten (Schneyer 
et al. 1990). Es muß daher angenommen werden, daß freie α-Untereinheiten im Serum, 
gleich ob gonadalen oder nicht gonadalen Ursprungs, erheblichen Einfluß auf das RIA-
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System haben. Dies könnte die zum Teil erhebliche Diskrepanz zwischen Bio- und 
Immunoreaktivität und den Nachweis von Inhibin bei gonadektomierten Patienten 
erklären und mahnt zur Vorsicht bei der Interpretation der mit diesem Assay gewonnen 
Ergebnisse. Die tatsächlich vorhandene Menge an intaktem Inhibin kann dieses System 
wohl nicht ausreichend genau bestimmen. 
1.6.3. Die Enzyme-linked Immunosorbent Assays 
 
Die für die Inhibin- und Activinbestimmung entwickelten ELISAs basieren auf dem sog. 
„Sandwich -Prinzip“. Zur Erkennung der Proteine werden Antikörper mit 
unterschiedlicher Spezifität eingesetzt. Im Unterschied zum RIA liegen die AK hier im 
Überschuß vor, so kann das gesamte AG nicht-kompetitiv an die AK binden. Dadurch 
wird eine hohe Sensitivität des Assaysystems erreicht. 
Ein wandfixierter AK („capture antibody“) bindet z unächst das gesamte in der Probe 
vorhandene Antigen über ein bestimmtes Epitop. Ein zweiter, enzymgekoppelter AK 
(„detection antibody“) dockt an die f estgehaltenen Proteine über ein anderes Epitop an. 
Mittels des Enzyms wird ein ebenfalls zugegebenes chromogenes Substrat in einer 
Farbreaktion umgesetzt und die Menge des entstehenden Farbstoffs kann photometrisch 
bestimmt werden. Die Menge des zu bestimmenden Proteins ist proportional zur 
Farbintensität. Ähnlich wie bei einem Ansatz zur Entwicklung der RIAs sind ebenfalls 
synthetisch hergestellte Peptide, die ausgewählten Sequenzen der α- und β-
Untereinheiten entsprachen, zur Herstellung monoklonaler AK verwendet worden. 
Ein erstes Assaysystem zum Nachweis von Inhibin bediente sich eines AK gegen die AS 
1-32 der α-Untereinheit (genannt R1) sowie gegen die AS 82-114 der βA-Untereinheit 
(genannt E4). Damit konnten Inhibinkonzentrationen (1-50 ng/ml) in Follikelflüssigkeit, 
aber nicht in Serumproben bestimmt werden (Betteridge et al. 1991). Der Vergleich der 
ELISA- mit den RIA-Ergebnissen zeigte deutliche Abweichungen zwischen beiden 
Methoden. Die im RIA gemessenen Inhibinwerte lagen um ein Vielfaches höher, 
vermutlich aufgrund der schon erwähnten Beeinflussung des RIA-Systems durch freie 
α-Untereinheiten. Im Vergleich mit dem ebenfalls eingesetzten Bioassay ergab sich eine 
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weitgehende Übereinstimmung bezüglich der Inhibinaktivität. Somit ist davon 
auszugehen, daß im ELISA tatsächlich bioaktives, dimeres Inhibin bestimmt wird. 
Allerdings reicht die Sensitivität noch nicht aus, die wesentlich geringeren 
Serumkonzentrationen nachzuweisen. Diverse Modifikationen waren nötig, um die 
Sensitivität ausreichend zu steigern. Dazu gehörte die feste Verankerung der „capture 
antibodies“ auf Mikrotite rplatten, die Verwendung von AK-Fragmenten als „detection 
antibodies“ und der Einsatz von alkalischer Phosphatase als Enzym für die Farbreaktion. 
Der so abgewandelte Assay (Groome et al. 1993) besitzt ein Nachweislimit von 3.9 
pg/ml und kann daher Inhibinaktivität im Serum nachweisen. Kreuzreaktionen mit 
Activin traten nur zu 0,05% auf und der Nachweis von zusätzlich zugefügtem, 
rekombinanten Inhibin zu Serumproben („r ecovery“) er brachte gute Werte. 
Des weiteren ist ein Assay entwickelt worden, mit dem sich die Inhibinvorstufen bzw. 
α-Untereinheiten nachweisen lassen, die die pro-αC-Sequenz enthalten (Groome et al. 
1995). Mit diesen neu entwickelten Assays besteht nunmehr die Möglichkeit die 
Inhibinaktivität, wie sie mit dem weitverbreiteten RIA-System bestimmt wurde, genauer 
nach verschiedenen Inhibinformen aufzuschlüsseln. Weitere Verbesserungen der 
Assaysensitivität entstammen der Entwicklung von Activin-Assays (Knight et al. 1996; 
Evans et al. 1997). Durch Denaturierung der Proteine und Oxidation von 
Methioninresten wird im Bereich der Epitope für die monoklonalen AK eine höhere 
Reaktivität erreicht, so daß die Bindung der Proteine an die AK erleichtert wird. Diese 
Verfahren finden sich auch für den entwickelten Inhibin B Assay (s. Material und 
Methoden). Daneben sind weitere Assaysysteme für Inhibin A mit unterschiedlichen 
mono- und polyklonalen AK entwickelt worden (Baly et al. 1993). Bei den insgesamt 
drei untersuchten Verfahren zeigte sich zwar nur eine geringgradige Kreuzreaktion mit 
Activin A oder B, MIS, TGFβ, α2-Makroglobulin und Follistatin, jedoch werden je 
nach eingesetzten Antikörpern verschiedene Inhibinvorstufen sowie auch die α-
Untereinheit erfaßt. Eine eindeutige Quantifizierung von Inhibin A und seinen 
Vorstufen ist somit nur schwer möglich, weshalb sich diese Systeme wohl auch nicht 
etablieren konnten. Im Vergleich mit dem oben beschriebenen Assay besitzen sie zudem 
eine wesentlich geringere Sensitivität. 
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1.7. Aufgaben und Zielsetzung 
 
Durch Weiterentwicklung der Assaysysteme zur Bestimmung der verschiedenen 
Inhibin- bzw. Activinformen bis hin zu den ultrasensitiven ELISAs, stehen mittlerweile 
Methoden zur Verfügung, die eine differenzierte Untersuchung dieser Hormonfamilie 
ermöglichen. Der vorgestellte und in dieser Untersuchung benutzte ELISA für Inhibin B 
ist zur Zeit das einzige System, das eine spezifische Messung des Inhibin B, auch in den 
im Serum vorkommenden sehr niedrigen Konzentrationen, gestattet. Mit Hilfe dieses 
Assays sollte es möglich sein, sowohl physiologische Regulationsmechanismen als auch 
klinisch- pathophysiologische Zusammenhänge genauer zu untersuchen. Wichtigste 
bisherige Entdeckung ist in diesem Zusammenhang das isolierte Vorkommen von 
Inhibin B im männlichen Organismus sowie der Beweis des Postulats einer negativen 
Korrelation zwischen Inhibin B und FSH (Illingworth et al. 1996). 
1.7.1. Validierung des Inhibin B Assays  
 
Ziel einer jeden analytischen Messung ist es, möglichst „richtige“ Meßer gebnisse zu 
erhalten. Die Validierung der Methode ist daher unabdingbare Voraussetzung für die 
Durchführung des Assays und dient der kritischen Überprüfung des eingesetzten 
Systems. Dabei erstreckt sich die Überprüfung sowohl auf die Parameter zur 
Durchführung des Assays (vor allem Inkubationsdauer und Temperatur) als auch auf 
Präzision und Richtigkeit der Methode, zum großen Teil mit statistischen Mitteln. 
Die Präzision erfaßt die Zuverlässigkeit der Methode, d.h. deren intra- und inter-assay 
Variation. Hiermit werden also Faktoren beschrieben, die als zufällige Fehler die 
Analyseergebnisse beeinträchtigen können. Die Richtigkeit gibt an, um wieviel der 
Meßwert (Istwert) vom wahren Wert (Sollwert) abweicht. Damit werden also 
systematisch Fehler erfaßt, die die Analyseergebnisse in eine bestimmte Richtung vom 
Sollwert abweichen lassen. Folgende Faktoren sind zur Validierung zu bestimmen: 
Sensitivität, Präzision, Richtigkeit, Serumeffekt. 
  67 
1.7.2. Anwendung des neuen Assays auf eine klinische Fragestellung: Messung 
von Inhibin B im Serum von fertilen und infertilen Männern 
 
Die Ursachen der Infertilität des Mannes sind vielfältig. Neben Erkrankungen 
beziehungsweise Störungen der Hoden, der ableitenden Samenwege sowie der 
akzessorischen Geschlechtsdrüsen und der Samendeposition, kommen Störungen im 
Bereich der hormonellen Regulation auf hypothalamischer und hypophysärer Ebene und 
im Bereich der Zielorgane der Androgene vor. Ferner spielen auch Einflüsse von 
Systemerkrankungen und Umwelteinflüsse auf die reproduktiven Funktionen eine Rolle. 
Daneben manifestiert sich vielfach eine männliche Infertilität aus bisher unbekannter 
Ursache. Diese „idiopathischen“ Fälle von Infertilität gilt es, in Zukunft aufzuklären.  
Ein Ansatzpunkt zur Klärung einer idiopathischen Infertilität kann die Untersuchung der 
Rolle von Inhibin B im männlichen Organismus sein. Dies ergibt sich aus der 
Kolokalisation der Wirkungsstätte des FSH und dem Produktionsort des Inhibin. Wie 
bereits ausgeführt, verfügen lediglich die Sertoli-Zellen über FSH-Rezeptoren. Sie sind 
darüber hinaus Produktionsort für das Inhibin B und sind maßgeblich an der 
Spermatogenese beteiligt. Da die Inhibinsynthese FSH-abhängig ist, ist eine adäquate 
Inhibinproduktion auch an das Vorhandensein funktionsfähiger FSH-Rezeptoren 
gekoppelt. Mögliche Gründe für Infertilität bei Männern können Alterationen des FSH-
Rezeptors sein, wobei sich die Änderung des Aktivierungszustandes der Rezeptoren 
auch in den Seruminhibinwerten niederschlagen müßte. Eine Funktionseinschränkung 
der Rezeptoren wäre also nicht nur mit gestörter Spermatogenese, sondern auch mit 
verminderten Inhibin B Werten vergesellschaftet. Ausgehend von dieser Annahme 
würde demnach dem Inhibin B eine Markerfunktion für die Aktivität des FSH-
Rezeptors bzw. der Sertoli-Zellen zukommen. Eine Ursache für eine derartige 
Funktionseinschränkung könnte also auch in den Polymorphismen im FSH-Rezeptor zu 
suchen sein. Dies rückt um so näher in Betracht, wenn bedacht wird, daß beim 
Screening der Probanden für das Projekt der Analyse von Mutationen im FSH-Rezeptor 
lediglich bei einem Probanden eine klinisch irrelevante Mutation entdeckt wurde. Für 
die vorliegende Arbeit soll der neue Inhibin B ELISA zur Bestimmung der Inhibin B-
Werte der Probanden eingesetzt werden. 
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Es sollen fertile und infertile Männer im Hinblick auf die Serum-Inhibin B-Werte 
in Abhängigkeit des Polymorphismus im FSH-Rezeptor untersucht werden. 
Im Speziellen sollen folgende Fragen geklärt werden: 
Kann die negative Korrelation zwischen Inhibin B und FSH bestätigt werden? 
Inwieweit unterscheiden sich die Serum-Inhibin B-Werte zwischen fertilen und 
infertilen Männern? 
Ist es möglich, die FSH-Rezeptorvarianten mittels der Inhibin B-Bestimmung zu 
unterscheiden und kommen diese Varianten als Ursache der Infertilität in Betracht? 
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2. Material und Methoden 
2.1. Patienten und freiwillige Probanden 
 
Die Gruppe der Patienten (n=75) besteht aus Männern, die wegen bestehender 
Infertilität die hiesige Klinik aufsuchten. 30 Patienten zeigten eine Azoospermie, 45 
eine schwere Oligozoospermie (Spermienkonzentration < 10x106/ml). Eine Obstruktion 
wurde durch Biopsie und Ultraschalluntersuchung ausgeschlossen. Die Gruppe der 
freiwilligen, fertilen Männer (gesamt n=86) setzt sich zum einen aus Probanden 
zusammen, die sich auf eine Zeitungsannonce zu Untersuchungen der männlichen 
Infertilität gemeldet hatten (n=46), zum anderen handelt es sich um Blutspender (n=40). 
Im Rahmen einer Blutspende wurde zusätzlich Blut für die notwendigen Bestimmungen 
entnommen. Alle Teilnehmer erklärten sich mit den durchgeführten Bestimmungen 
einverstanden. Zu den Einschlußkriterien für diese Kontrollgruppe gehörte ein Alter von 
maximal 45 Jahren sowie die Zeugung eines Kindes innerhalb der letzten fünf Jahre, so 
daß eine nicht zu stark vorselektionierte Gruppe gebildet werden konnte. Die 
Serumproben wurden bei - 20°C gelagert und kurz vor Durchführung des Assays auf 
Raumtemperatur gebracht. 
2.2. Analyse des FSH-Rezeptor-Gens 
 
Die Analyse des FSH-Rezeptor-Gens wurde im hiesigen Institut vorgenommen. Die 
dabei gewonnenen Erkenntnisse bilden die Grundlage der Untergruppierungen innerhalb 
der Gruppe von fertilen und infertilen Männern nach jeweiligen Genotypen des FSH-
Rezeptors. 
Zur DNA-Analyse der Probanden wurde DNA des gesamten FSH-Rezeptor-Gens aus 
Blutleukozyten extrahiert. Es erfolgte zunächst ein Screening auf Mutationen mittels 
SSCP (single-stranded conformation polymorphism)-Gelelektrophorese. Hierzu wurden 
zunächst die Exons 1-9 mittels PCR amplifiziert, wobei sog. „sense und antisense 
primer“ für die Exonpa are 4/5, 5/6, 6/7, 7/8 und 8/9 zum Einsatz kamen, die anhand 
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eines Vergleiches der Nukleotidstruktur des Ratten-FSH-Rezeptors mit der humanen 
cDNA hergestellt wurden, während für die übrigen Exons (1, 2, 3, 4, 9) direkte cDNA 
Sonden vorlagen (Gromoll et al. 1996a). Exon 10 wurde aufgrund seiner Größe in 
sieben Fragmente (A-G) unterteilt und diese jeweils mittels PCR amplifiziert. Mittels 
SSCP-Gelelektrophorese wurde zusätzlich auch die Position 307 der Proteinkette 
untersucht (Gromoll et al 1996b). Hierzu wurde amplifizierte DNA denaturiert und auf 
ein Gel aufgetragen und schließlich mittels Silberfärbung sichtbar gemacht. Diese 
Ergebnisse wurden durch direkte Sequenzierung von 10% der Proben (zufällige 
Auswahl) überprüft. 
Zur Charakterisierung der Position 680 wurde eine andere Technik eingesetzt. Findet 
sich an Position 680 ein Austausch von Asparagin zu Serin, so entsteht an dieser Stelle 
eine zusätzliche Schnittstelle für Restriktionsenzyme. Mit der RFLP (Restriktions-
Fragment-Längen-Polymorphismus)-Technik wird diese Stelle genauer untersucht. Das 
durch PCR entsprechend vervielfältigte Fragment wird gereinigt und mit einem 
bestimmten Restriktionsenzym (Bsr1) behandelt. Die entstehenden Fragmente werden 
durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Ist der untersuchte Locus homozygot für Asn wird 
das 579bp große DNA Fragment nicht von dem Restriktionsenzym geschnitten, liegt 
jedoch Homozygotie für Ser vor, ergibt die „Verdauung“ durch das Enzym zwei 
Fragmente von 443bp und 136bp Größe. Liegen alle drei Fragmentgrößen vor, handelt 
es sich um Heterozygotie. 
2.3. Durchführung des Inhibin B Assays 
 
Die erste erfolgreiche Messung von Inhibin B im Serum gelang 1996 (Groome et al. 
1996). Damit gelang der Nachweis von Inhibin B sogar im Bereich < 10 pg/ml. Die 
Kreuzreaktivität mit Inhibin A betrug 0,5%, mit Activin A und B, Follistatin und dem 
pro-αC-Peptid weniger als 0,1%. Intra- und Inter-Assay CVs lagen unterhalb von 10%. 
Der Wert für den „recovery test“ wurde mit 115% angegeben, Verdünnungsreihen 
zeigten einen dosisabhängigen Verlauf parallel zur Standardkurve. 1996 ist dieses 
Assaysystem auch als Inhibin B-ELISA-Kit zur breiteren Anwendung auf den Markt 
gebracht worden (Inhibin B dimer assay kit MCA 1312KZZ, Serotec ltd., Oxford, UK) 
  71 
und wird auch in dieser Studie eingesetzt. Als Amplifier zur Verstärkung der im letzten 
Assayschritt einsetzenden Farbreaktion wird ein speziell entwickeltes Zusatzkit 
eingesetzt (Enhanced ELISA substrate kit BUF011, Serotec ltd., Oxford, UK). 
Da der Inhibin B Assay, basierend auf der zuvor beschriebenen Studie von Groome et 
al., ebenfalls auf dem „Sandwich -Prinzip“ beruht, kommen hier wiederum zwei 
unterschiedliche, monoklonale AK zur Anwendung. Es handelt sich dabei um den AK 
R1 als „detection antibody“ und einen AK, C5 genannt, dessen Spezi fität auf der 
Erkennung eines Epitops in der βB-Untereinheit beruht (AS 82-114). Dieser dient als 
„capture ant ibody“.  
Die folgende Beschreibung des Assays entspricht der damals gültigen 
Gebrauchsanweisung. Unter Berücksichtigung dieser Vorgaben ließen sich jedoch nur 
unbefriedigende Ergebnisse erzielen, so daß unsererseits Modifikationen im Hinblick 
auf die Inkubationsbedingungen und die Behandlung der Proben nötig waren. Alle 
Inhibin-B Messungen erfolgten im Jahre 1997 nach Validierung des Assays. 
2.3.1. Ablauf der einzelnen Schritte im ELISA 
 
Zunächst werden die Standards hergestellt. Dazu wird das mitgelieferte lyophilisierte 
fetale Kalbsserum (FKS) mit 5ml destilliertem Wasser versetzt. 1,3 ml des FKS dienen 
zur Lösung des Inhibin B Standards, der einer Konzentration von 2000 pg/ml entspricht. 
Das darin enthaltene Inhibin B stammt aus humaner Follikelflüssigkeit. Aus diesem 
Standard wird eine Verdünnungsreihe hergestellt. Pro Standard (1000; 500; 250; 125; 
62,5; 31,25; 15,6 pg/ml) werden in jeweils ein Eppendorf Reaktionsgefäß 300µl des 
FKS vorgelegt. Vom höchsten Standard (2000 pg/ml) pipettiert man 300 µl in das erste 
Gefäß, mischt und überführt das gleiche Volumen in das nächste Gefäß. So wird 
verfahren bis zur letzten Verdünnungsstufe. 
Anschließend wird das Konzentrat der Waschlösung mit destilliertem Wasser 1:25 
verdünnt. Die Waschlösung enthält: 8,76 g/l NaCl, 0,008 g/l Tris HCl und 50 µl/l 
Tween 20 bei einem pH-Wert von 7,5. 
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Auf einer Mikrotiterplatte (96 wells) ist der „capture antibody“ (C5) fixier t. 100 µl der 
Standards und Proben werden zunächst in kleine Eppendorf Reaktionsgefäße gefüllt und 
mit 50 µl SDS versetzt, anschließend drei Minuten im Wasserbad bei 100°C erhitzt. 
100 µl „Assay diluent“ (5% Triton X -100, 10% BSA, 5% Mausserum, 0,15 mol/l NaCl, 
25 mmol/l Tris HCl, pH 7,5) und 50 µl Wasserstoffperoxid (6%) werden zugegeben. 
Die Eppendorf Reaktionsgefäße bleiben für 30 Minuten stehen. In diesem Schritt sollen 
Methioninreste im Bereich des Epitops oxidiert werden, so daß die Bindung des AK 
verbessert wird. Danach sollen die Proben zentrifugiert werden, um eventuell 
entstehende Präzipitate abzutrennen. 
Aus dem Überstand werden zweimal je 80 µl zur Doppelbestimmung der Standards und 
Proben in die Wells der Mikrotiterplatte überführt. 
Im nun folgenden ersten Inkubationsschritt, über Nacht bei Raumtemperatur, kann der 
AK das in den Proben vorhandene Inhibin B binden. Am nächsten Tag wird das 
überschüssige Serum mit der Waschlösung entfernt. Der zweite, enzymgekoppelte 
(alkalische Phosphatase) AK wird mit insgesamt 6 ml Assay diluent gelöst und 50 µl der 
Lösung in die einzelnen Wells gegeben. Bei der zweiten Inkubation, drei Stunden bei 
Raumtemperatur, wird nun das festgehaltene Inhibin B mit dem zweiten AK markiert. 
Anschließend wird überschüssiges AK-Material ausgiebig ausgewaschen. Das 
lyophilisierte Substrat für die Farbreaktion wird im vorgesehenen Lösungsmittel 
aufgelöst. 50µl der Lösung werden in die Wells pipettiert. Anschließend wird zum 
dritten Mal inkubiert, zwei Stunden bei 37°C (oder vier Stunden bei Raumtemperatur). 
Um die Farbreaktion, die durch die enzymatische Aktivität der alk. Phosphatase 
gesteuert wird, zu verstärken, wird ein zweites Enzymsystem zugesetzt („Amplifier“). 
Dieser liegt ebenfalls lyophilisiert vor, und ist in dem entsprechenden Lösungsmittel 
aufzulösen. Von der Amplifierlösung werden ebenfalls 50 µl in die Wells gegeben. Als 
Substrat für die alk. Phosphatase dient NADPH, das zu NADH umgesetzt wird. NADH 
wirkt nun als Kofaktor im zweiten Enzymsystem. Mit Hilfe der Enzyme Diaphorase und 
Alkoholdehydrogenase wird eine Redoxreaktion gesteuert. Dabei wird vom NADH 
Wasserstoff mittels Diaphorase auf ein eigenes Substrat übertragen, aus dem sodann der 
Farbstoff Formazan gebildet wird. Auf das übriggebliebene NAD+ kann nun 
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Wasserstoff per Alkoholdehydrogenase (Ethanol ⇒ Acetaldehyd) zurückübertragen 
werden. Zusätzlich zum NADH wird also für jeden durchlaufenen Zyklus ein Molekül 
Formazan gebildet und so die Intensität der Farbreaktion erhöht. Die Absorption beider 
Substanzen wird im Photometer gemessen und die Inhibin B-Konzentration ist 
proportional zur Farbintensität (Abb. 2.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.3.2. Einfluß der Inkubationszeit mit dem Substrat 
 
Da in vorherigen Experimenten mit der vorgeschlagenen Inkubationsdauer von vier 
Stunden bei Raumtemperatur oder zwei Stunden bei 37°C eine sehr starke 
Farbentwicklung auf der gesamten Mikrotiterplatte beobachtet wurde, wurden nun zwei 
Assays mit identischen Proben durchgeführt und dabei die Inkubationszeit auf zwei 
Stunden bzw. eine Stunde bei 37°C begrenzt. Damit sollte die rapide einsetzende, sehr 
starke Farbentwicklung, die bis zur Unlesbarkeit der Mikrotiterplatte führte, verhindert 
und eine gleichmäßige Farbentwicklung über einen längeren Zeitraum erreicht werden. 
NAD+ 
Formazan Ethanol 
Diaphorase Alkoholdehydro-genase 
NADH 
INT-Violett Acetaldehyd 
NADPH 
Alkalische 
Phosphatase 
Pi 
Abb. 2.1: Reaktionsschema der abschließenden Farbreaktion im Inhibin B ELISA. Aus 
NADH, das zuvor über die alk. Phophatase aus NADPH freigesetzt wurde, wird in einer 
Redox-Reaktion INT-Violett mittels des Enzyms Diaphorase zum Farbstoff Formazan 
ummgesetzt. Über ein zweites Redoxsystem mittels Alkoholdehydrogenase erfolgt die 
Regeneration des NADH. 
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2.3.3. Durchführung der Messung im Photometer: Kinetisch oder als 
Endpunktmessung 
 
Zur Messung der Absorption durch die Entwicklung des Farbstoffs in den Wells der 
Mikrotiterplatte stehen zwei Verfahren zur Verfügung. Zum einen ist es möglich, die 
Farbreaktion für eine bestimmte Zeit laufen zu lassen, diese dann zu stoppen und die 
Absorptionswerte einmalig in einem sog. „plate reader“ auszulesen. Zum anderen kann 
auch eine kinetische Messung durchgeführt werden, wobei über einen festgelegten 
Zeitraum die Konzentrationsänderung des Farbstoffes in den Wells durch mehrfache 
Messung der Absorption ermittelt wird.  
Zur Überprüfung möglicher Abweichungen der Meßwerte bei Einsatz eines dieser 
Verfahren, wurden in zwei Assays dieselben Proben untersucht und beide Meßverfahren 
durchgeführt. Zunächst die kinetische Messung, dann die Farbreaktion gestoppt und die 
Endpunktbestimmung angeschlossen. 
2.3.4. Überprüfung der Sensitivität 
 
Sensitivität gibt an, welche Menge der zu analysierenden Substanz noch nachweisbar 
ist. Die Sensitivität des Assays wird mittels der Gleichung der Regressionsgeraden der 
Standardkurve ermittelt. In die allgemeine Gleichung f(x)=b1x+b2 werden die 
Koeffizienten b1 und b2 eingesetzt. Als Funktionswert f(x) wird ein Wert aus dem 
Mittelwert einer Reihe von Bestimmungen der Leerwerte (blanks) und der zweifachen 
Standardabweichung gebildet, also f(x): Mittelwert der blanks + 2SD. Nun wird die 
Gleichung nach x aufgelöst: x = (Mittelwert der blanks + 2SD) - b2 / b1. X gibt die 
Konzentration an, die mit ausreichender Sicherheit vom Leerwert unterschieden werden 
kann. 
2.3.5. Überprüfung der Präzision 
 
„Assay drift“: Erlaubt eine Aussage über die Stabilität der Versuchsbedingungen im 
Verlauf des Assays. Dazu werden Kontrollseren unterschiedlicher Konzentrationen 
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jeweils zu Beginn und am Ende des Assays bestimmt und die Abweichung der 
Meßwerte berechnet. Assay Drift liegt vor, wenn bei zwei Proben von einem 
identischen Kontrollserum, die zu Beginn und am Ende des Assays gemessen werden, 
der zweite Wert um mehr als ± 15% vom ersten Wert abweicht. Die Berechnung erfolgt 
nach der Formel: (M1-M2) x 100 / M1 = Assay Drift in %. Dabei sind M1 und M2 die 
Meßwerte am Anfang bzw. am Ende des Assays. 
„Intra -Assay-Variation“: Beschreibt die Abweichung der jeweils doppelt durchgefüh rten 
Messung für eine Probe innerhalb eines Assays. Die Intra-Assay-Variation ergibt sich 
aus der Abweichung der Doppelwerte einer Probe und wird mit Hilfe des 
Variationskoeffizienten (CV: coefficient of variation) beschrieben. Der CV ist der 
Streuwert in Prozent des Mittelwertes der Doppelbestimmung und berechnet sich aus 
dem Quotienten von Standardabweichung und Mittelwert der Doppelbestimmung 
multipliziert mit dem Faktor 100. Die einzelnen CVs sollen nicht größer als 15% sein. 
Falls dies der Fall ist, muß das Ergebnis verworfen werden, und die Probe ist erneut zu 
messen. Für geringe Konzentrationsbereiche gilt ein CV bis 25% als akzeptabel. 
„Inter -Assay-Variation“: Beschreibt die Abweichung der Messungen von Kontrolls eren 
unterschiedlicher Konzentrationen, die in jedem Assay mitbestimmt werden, bei der 
Durchführung mehrerer Assays. Zur Bestimmung der Inter-Assay-Variation wird der 
Mittelwert der vier Bestimmungen der Kontrollseren (je eine Doppelbestimmung am 
Anfang und Ende) bestimmt. Aus den Bestimmungen von 20 Assays wird der 
Mittelwert und die Standardabweichung für jedes Kontrollserum berechnet. Mittelwert 
und Standardabweichungen (± 2SD, ± 3SD) werden auf einer Kontrollkarte 
eingezeichnet. Ein Assay muß wiederholt werden, wenn ein Meßwert außerhalb der 
dreifachen bzw. zwei Meßwerte außerhalb der zweifachen Standardabweichung liegen. 
2.3.6. Überprüfung der Richtigkeit 
 
„Recovery-Test“: Beim „Recovery -Test“ werden zu einer Serumprobe zusätzlich 
bekannte Mengen des zu bestimmenden Materials zugesetzt. Man erhält also eine Probe 
mit bekannter Konzentration und bestimmt mit dem Assay die in der Probe vorhandene 
Menge. Das Ergebnis wird als Prozentwert der tatsächlichen Konzentration der Probe 
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angegeben. Idealerweise sollten 100% des zugesetzten Materials über den gesamten 
Konzentrationsbereich gefunden werden. Für die Recovery-tests wurden 50 µl von drei 
Seren (#32, #19, #137) mit verschiedenen Mengen an Inhibin B „gespiked“. Das 
verwendete Inhibin B stammte aus den angesetzten Standardlösungen mit 2000 pg/ml 
(#32) bzw. 1000 pg/ml (#19, #137). Um auf ein Probenvolumen von 100 µl zu kommen, 
wurde mit dem übrigen FKS nach folgendem Schema aufgefüllt: 
Recovery-Tests  
   
Serum (µl) FKS (µl) 
 
Standard 
2000pg/ml 
bzw. 1000pg/ml 
(µl) 
 
100 0 0 
50 0 50 
50 50 0 
50 40 10 
50 30 20 
50 20 30 
50 10 40 
 
Verdünnungsreihen („Parallelismus“): Hierbei wird von einer Serumprobe eine serielle 
Verdünnung hergestellt. Für die spezifische Detektion der zu bestimmenden Substanz 
muß gewährleistet sein, daß die Substanz in der Standardlösung und den Proben 
identisch ist. Dies sollte sich in einem parallelen Verlauf von Verdünnungskurven für 
die Proben und der Standardkurve zeigen bzw. sollten die rechnerisch ermittelten 
Konzentrationen (bzw. die vorgegebenen Standardwerte) den tatsächlich gemessenen 
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Werten entsprechen. 
Es wurden von zwei Serumproben (#347 und #349) Verdünnungsreihen angelegt. 
Verdünnt wurden die Proben jeweils mit dem auch im Assay für die 
Standardpräparation eingesetzten FKS. Folgende Verdünnungsstufen wurden 
hergestellt: 
Verdünnung Serum (µl) FKS (µl) 
1:2 50,0 50,0 
1:3 33,4 66,6 
1:4 25,0 75,0 
1:6 16,6 83,4 
1:8 12,5 87,5 
 
Zusätzlich ist aus einer Serumprobe und der Standardlösung (1000 pg/ml) sowie dem 
FKS ein Pool gebildet worden. Der Pool setzt sich zusammen aus: Serum 200 µl, 
Standardlösung 150 µl und FKS 50 µl. Dieser wurde ebenfalls in einer 
Verdünnungsreihe getestet. 
 
Serumeffekt: Es soll geprüft werden, ob die Verwendung unterschiedlicher Seren 
(menschliche in den Proben und tierische als Grundlage der Standardpräparation) 
Einfluß auf die Bestimmung des Inhibin B nimmt. Zur Ermittlung eines Effektes, der 
aufgrund unterschiedlicher Zusammensetzung von Standard- und Probenserum die 
Messung beeinträchtigen könnte, wurde in einem Assay eine zusätzliche Standardkurve 
mitgeführt. Dabei wurde zur Herstellung der Standards humanes Serum von 
gonadektomierten Probanden verwendet, da dieses per se kein Inhibin enthält und daher 
als „ide ales“ Lösungsmittel betrachtet werden kann. Ferner wurde erneut ein Recovery 
Test, jeweils mit dem FKS und inhibinfreien Serum, wie zuvor beschrieben 
durchgeführt. 
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2.4. Weitere Methoden 
 
FSH- und LH-Messungen wurden mit dem Autodelfia System (Wallac, Freiburg, 
Deutschland) als Fluoreszenzimmunoassay durchgeführt. Die Sensitivität lag bei 0,05 
IU/l für FSH und 0,025 IU/l für LH. Die Intra- sowie Inter-Assay Variation lag für beide 
Hormone unterhalb von 3%. 
Zur Testosteronbestimmung kam ein RIA (DSL, Sinsheim, Deutschland) zum Einsatz, 
dessen Sensitivität bei 0,4 nmol/l lag. Die Intra-Assay Variation betrug 5,5%, die Inter-
assay Variation 9,2%. 
Die Messung des Hodenvolumens wurde per Ultraschall durchgeführt (Sonoline SL2, 
Siemens, Erlangen, Deutschland). 
Die Ejakulatanalyse erfolgte nach den Richtlinien der WHO (WHO 1992). 
2.5. Statistische Methoden 
 
Die deskriptive Darstellung der Ergebnisse wurde für die Probandengruppen jeweils als 
Mittelwert mit zugehörigem Standardfehler angegeben. 
Zum Vergleich der Gruppen der fertilen und infertilen Männer wurde der Mann-
Whitney-Wilcoxon-Test, zum Vergleich der Subgruppen nach FSH-Rezeptortyp die 
Kruskal-Wallis Varianzanalyse eingesetzt. Der Chi-Quadrat-Test diente der Prüfung der 
Unabhängigkeit der Merkmale. Zweiseitige p-Quantile < 0,05 (α = 5%) wurden als 
signifikant erachtet. 
Die computerunterstützte Bearbeitung der Daten erfolgte mit der Statistiksoftware SPSS 
(SPSS, Chicago, IL, USA) und dem Graphikprogramm Sigma Plot für Windows. 
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3. Ergebnisse 
3.1. Einteilung der Probanden nach dem Ergebnis der FSH-
Rezeptor-Genanalyse 
Zusätzlich zu einem bereits bekannten Polymorphismus in Exon 10 an Position 680 
(Aittomäki et al. 1995) konnte in der hiesigen Klinik bei einem Screening von 60 
Patienten ein weiterer Polymorphismus an Position 307 entdeckt werden. Hier liegt 
entweder Threonin oder Alanin vor. Die Probanden dieser Studie wurden auf diese 
Varianten untersucht und die Frequenz und Verteilung der einzelnen Varianten ergab, 
daß die Polymorphismen in dieser Population in festen Kombinationen auftraten: 
Thr307-Asn680 und Ala307-Ser680. Dies bedeutet, daß zwei Isoformen des FSH-Rezeptors 
existieren, die sowohl homozygot als auch heterozygot auftreten können. In der Gruppe 
der fertilen Männer sind 103 der insgesamt 172 Allele (60%) Thr307-Asn680, 69 (40%) 
sind Ala307-Ser680. Eine ähnliche Verteilung findet sich auch in der Gruppe der infertilen 
Männer. 84 (56%) der insgesamt 150 Allele sind Thr307-Asn680, 66 (44%) entfallen auf 
die Variante Ala307-Ser680. Der Anteil der homo- und heterozygoten Probanden ist in 
beiden Gruppen ähnlich (Tabelle 3.1). 
Tabelle 3.1. Frequenz und Verteilung der FSH-Rezeptor  
                   Varianten 
 Thr307-Asn680 Thr307-Asn680 Ala307-Ser680 
 Thr307-Asn680 Ala307-Ser680 Ala307-Ser680 
fertile Männer n=32 n=39 n=15 
(n=86) 37,20% 45,40% 17,40% 
infertile Männer n=24 n=36 n=15 
(n=75) 32% 48% 20% 
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3.2. Inhibin B Assay 
3.2.1.  Durchführung des Assays nach Anleitung 
 
Zu Beginn unserer Versuchsreihen wurde der Inhibin B Assay wie in der zuvor 
beschriebenen Weise nach der vorliegenden Gebrauchsinformation durchgeführt. Dabei 
traten die im folgenden näher erläuterten Probleme auf, die eine zuverlässige 
Auswertung der Daten nicht zuließen. 
3.2.1.1. Ein hoher Anteil schlecht übereinstimmender Doppelbestimmungen 
Zunächst traten große (> 15%) Abweichungen der Doppelwerte sowohl bei den 
Standards als auch bei den Proben häufig auf. Das bedeutet die Intra-Assay-Variation 
lag außerhalb des tolerablen Bereiches und führte dazu, daß eine große Anzahl der 
Bestimmungen zu wiederholen war. Mögliche Ursachen und durchgeführte 
Modifikationen werden innerhalb der Diskussion abgehandelt. 
Tabelle 3.2. Anzahl der "bad duplicates" im Verlauf  
 (CV = Variationskoeffizient) 
Assay Nr. Anzahl Proben 
mit CV > 15% 
Anteil Proben mit CV 
> 15% aller 
Bestimmungen in % 
8 7 17,9 
9 3 7,6 
13 1 2,5 
17 1 2,5 
 
3.2.1.2. Nicht lineare Standardkurve in den Extrembereichen und zu schnelle 
Farbentwicklung 
Bei der Auswertung der Assays ergaben sich Schwierigkeiten aufgrund einer sehr rasch 
einsetzenden Farbentwicklung nach der Zugabe des Amplifiers vor allem bei hohen 
Inhibinkonzentrationen. Für die hohen eingesetzten Standards (1000 pg/ml) ergab sich 
somit ein Plateau der Werte für die Absorption mit zunehmender Reaktionszeit, 
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wohingegen die Reaktion bei niedrigeren Konzentrationen noch weiterlief und zu 
weiterhin steigenden Absorptionswerten führte. Eine direkte proportionale Abhängigkeit 
von Inhibinkonzentration und Absorption ist somit nicht mehr gegeben (Abb. 3.1). Die 
Reaktion verläuft bei hohen Werten also so schnell, daß das Substrat hier bereits 
verbraucht ist, während bei niedrigeren Konzentrationen an Inhibin B (somit auch an 
alk. Phosphatase) noch genügend Substrat zur Verfügung steht. Durch die Möglichkeit, 
die Inkubationszeit mit dem Substrat zu verkürzen (bzw. die Inkubationstemperatur 
herabzusetzen), könnte einem allzu schnellen Verbrauch des Substrates entgegengewirkt 
werden. 
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Abb. 3.1: Nicht-lineare Standardkurve im Bereich 
hoher Inhibin B-Konzentrationen. Bei rascher 
Farbentwicklung Verbrauch des Substrates der 
Farbreaktion bei hoher Inhibin-Konzentration. Dies 
führt zu einer nicht mehr linearen Standardkurve, 
aus der sich die zu messenden Werte nicht 
korrekt ableiten lassen. 
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3.2.1.3. Veränderung der Inkubationszeit mit dem Substrat 
 
Der Vergleich der unterschiedlichen Inkubationszeiten (1 Std. vs. 2 Std., 37°C) zeigt, 
daß bei längerer Inkubation die Standards mit höheren Konzentrationen tatsächlich eine 
geringere Gesamtabsorption liefern (Abb. 3.2), dieses Phänomen jedoch auch im 
unteren Konzentrationsbereich in Erscheinung tritt, hier jedoch nicht so ausgeprägt. 
Wäre die geringere Absorption gleichmäßig über den gesamten Konzentrationsbereich 
verteilt, so wäre es möglich die Probenwerte aus der Standardkurve zu bestimmen. 
Diese müßte dann allerdings parallel zur Standardkurve mit kürzerer Inkubationszeit 
verlaufen. Für die ermittelten Werte bedeutet dies eine Unterschätzung der tatsächlichen 
Konzentration aufgrund des unzureichenden Substrates, da diese anhand der 
entsprechend flacher verlaufenden Standardkurve ermittelt werden (Abb. 3.3). Hier wird 
nochmals deutlich, daß der Fehler in der Bestimmung der Konzentration mit 
zunehmendem Gehalt an Inhibin B größer wird. 
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Abb. 3.2: Vergleich der Standardkurven nach 1 und 2 
Std. Inkubation bei 37°C. Geringere Absorptionswerte 
mit zunehmender Inkubationsdauer bedingen eine 
flacher verlaufende Standardkurve. 
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Abb. 3.3: Einfluß unterschiedlicher Inkubations-
zeiten auf die gemessenen Absorptionswerte und 
Hormonkonzentrationen bei Standards (oben) und 
Proben (unten); Abzsisse 2 Std. bei 37°C, Ordinate 
1 Std. bei 37°C. Längere Inkubationszeit führt zu 
einer Unterschätzung der Hormonkonzentration 
(„Linksdrift“ der Kurve). 
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Abb. 3.4: Vergleich von kinetischer Messung 
(Abszisse) und Endpunktmessung (Ordinate) für 
Standards und Proben. Hierbei werden bei 
kinetischer Messung jedoch höhere Werte als bei 
Endpunktmessung bestimmt. Für den hier 
relevanten Konzentrationsbereich wurde die 
Endpunktmessung daher vorgezogen. 
 
3.2.1.4. Messung der Absorption im Photometer: Kinetisch oder 
Endpunktmessung 
 
Laut Hersteller soll die kinetische Messung von Vorteil sein, da mit dieser Methode 
sowohl die Sensitivität des Assays voll genutzt wird als auch Messungen über den 
gesamten Konzentrationsbereich möglich sind. Im direkten Vergleich jedoch werden 
mit der kinetischen Messung die Werte höher bestimmt als mit der Endpunktmessung 
(Abb. 3.4). Dabei ist die 
Differenz beider Meßver-
fahren bei höheren 
Konzentrationen größer als 
bei niedrigen. Da die 
erwarteten Werte bei 
Männern eher im unteren 
Bereich liegen (< 500 
pg/ml), sollte eine 
möglichst genaue Messung 
in diesem Konzentrations-
bereich erfolgen. Es bietet 
sich daher an, die Farbent-
wicklung möglichst bis zur 
Obergrenze der Absorp-
tion des höchsten 
Standards laufen zu lassen, 
um zuverlässige Meß-
ergebnisse für diesen Bereich zu erhalten. Um die oben genannten Probleme, die aus der 
limitierten Substratmenge hervorgehen, zu umgehen, wurde in dieser Studie auf den 
höchsten Standard (1000 pg/ml) verzichtet. Die Farbreaktion wurde bei einer 
Absorption von ca. 1,5 für den Standard mit 500 pg/ml gestoppt. Die Messungen der 
Absorption wurden dann als Endpunktmessung durchgeführt. Abb. 3.5 zeigt eine 
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typische Standardkurve, wie sie mit den aufgeführten Änderungen ermittelt werden 
konnte. Die kinetische Messung wurde aufgrund des eingeschränkten 
Konzentrationsbereiches, der zu untersuchen war, nicht eingesetzt. 
 
 
 
 
Zusammenfassend sind für die hier durchgeführte Untersuchung die 
Versuchsbedingungen wie folgt geändert worden: 
Auslassen der Zentrifugation der vorbehandelten Proben. 
Alle Inkubationsschritte laufen in einer feuchten Kammer ab. 
Inkubation mit dem Substrat bei Raumtemperatur für eine Stunde. 
Standardlösungen mit Konzentrationen von 500, 250, 125, 62,5, 31,25 und 15,6 pg/ml 
wurden eingesetzt. 
 
Abb. 3.5: Standardkurve nach Modifikation der 
Probenbehandlung und Inkubationsbedingungen 
(1 Std., Raumtemperatur), Auslassen des 
höchsten Standards (1000 pg/ml). Gleichmäßige 
Farbentwicklung über den gesamten 
Konzentrationsbereich (r2 = 0,999). 
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3.2.2. Sensitivität des Inhibin B Assays 
 
Die ermittelten Absorptionswerte einer Reihe von „blanks“ (n=64) reichten von -0,049 
bis 0,468. Als Mittelwert ergab sich 0,0032, die Standardabweichung betrug 0,073 die 
zweifache Standardabweichung somit 0,146. Für die Koeffizienten der 
Regressionsgeraden wurden b1=0,0228 und b2=0,0031 ermittelt.  
Einsetzen in die Gleichung X = (Mittelwert der blanks + 2SD) - b2 / b1 ergibt 6,42 
(pg/ml) als untere Nachweisgrenze. 
3.2.3. Präzision  
 
Assay Drift 
Zur Berechnung der Assay Drift lagen Daten aus insgesamt 14 aufeinander folgender 
Assays vor. Hierbei kamen zwei nicht kommerzielle Kontrollseren (FSH LOW mit 
niedrigem FSH, POOL A mit FSH im Normbereich) zum Einsatz. Das Kontrollserum 
FSH LOW lieferte eine mittlere Inhibin B-Konzentration von 235,85 pg/ml, POOL A 
131,25 pg/ml. Die mittlere Drift zwischen beiden Bestimmungen betrug -9,09% für FSH 
LOW und -3,45% für POOL A (Tab. 3.3). 
Tabelle 3.3. Assay Drift und Inter-Assay-Variation der Kontrollseren 
 INHIBIN B (pg/ml) Assay Drift (%) Inter-Assay CV (%) 
Kontrollserum Mittelwert SD Mittelwert SD Mittelwert 
FSH LOW (n=14) 235,85 39,67 -9,09 13,66 16,82 
POOL A (n=14) 131,25 20,29 -3,45 6,15 15,46 
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Intra-Assay Variation  
Die Intra-Assay Variation innerhalb der 14 o.g. Assays lag zwischen 1,8% und 5,16%. 
Als Mittelwert ergab sich ein CV von 3,37%. 
Inter-Assay Variation 
Die mittlere Inter-Assay Variation für die Kontrollseren lag bei einem CV von 16,82% 
für FSH LOW bzw. 15,46% für POOL A (Tab.3.3). Überdies wurden sechs 
Serumproben in drei verschiedenen Assays bestimmt. Hier lagen die Inter-Assay CVs 
zwischen 0,93% und 6,74% (Tab.3.4). 
 
Tabelle 3.4. Inter-Assay-Variation mehrfach (n=3) 
gemessener Proben 
 INHIBIN B (pg/ml) Inter-Assay CV (%) 
Probe Nr. Mittelwert SD Mittelwert  
252 129,2 1,20 0,93  
262 194,9 11,74 6,02  
291 98,7 1,56 1,58  
342 247,6 16,69 6,74  
350 102,4 5,52 5,39  
355 246,7 11,17 4,53  
 
3.2.4. Richtigkeit 
 
Im Recovery-Test über einen Konzentrationsbereich von 30 bis 1030 pg/ml reichen die 
Werte für die Detektion des zugesetzten Inhibins von 42,49% bis 95,87% (Tab. 3.5., 
Abb. 3.6). 
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Tabelle 3.5. Recovery-Test mit drei verschiedenen Serumproben (FKS = fetales 
Kalbsserum) 
 Serum (µl) Standard 2000pg/ml FKS (µl) Inhibin B (pg/ml) Recovery 
  bzw. 1000pg/ml (µl)  berechnet gemessen in % 
Probe #19 50 0 50 <std <std  
 50 50 0 503,7 214 42,49 
 50 40 10 403,7 195,8 48,50 
 50 30 20 303,7 151,9 50,02 
 50 20 30 203,7 87,6 43,00 
 50 10 40 103,7 47,4 45,71 
Probe #32 50 0 50 30 29,1  
 50 50 0 1030 829,1 80,50 
 50 40 10 830 644,5 77,65 
 50 30 20 630 518,5 82,30 
 50 20 30 430 355,2 82,60 
 50 10 40 230 220,5 95,87 
Probe# 137 50 0 50 29,5 35,3  
 50 50 0 529,5 300,1 56,68 
 50 40 10 429,5 253,3 58,98 
 50 30 20 329,5 194,7 59,09 
 50 20 30 229,5 136,8 59,61 
 50 10 40 129,5 85,4 65,95 
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Abb. 3.6: Recovery-Test mit Serumproben (hier 
graphisch dargestellt: Probe #32 oben; #19 unten). 
Es werden nicht 100% (gestrichelte Linie) des als 
Standardlösung zugesetzten Inhibins detektiert, die 
Kurve bleibt jeweils deutlich unter 100%. 
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Die Wiederfindung von Inhibin B in seriell verdünnten Serumproben ergab Werte von 
96,59% bis 166,82% des vorhandenen Inhibins. Alle drei Verdünnungskurven verliefen 
annähernd parallel zur Standardkurve bzw. waren fast deckungsgleich mit dieser (Tab. 
3.6., Abb. 3.7). 
Tabelle 3.6. Verdünnungsreihen verschiedener Serumproben  
 Verdünnung 
Serum 
(µl) FKS (µl) Inhibin B (pg/ml) 
% der 
berechneten 
Werte 
Probe    berechnet gemessen  
#349 1:2 50,0 50,0 166 187,1 112,71 
 1:3 33,4 66,6 110,7 126,9 114,63 
 1:4 25,0 75,0 83 92,9 111,93 
 1:6 16,6 83,4 55,3 63,7 115,19 
 1:8 12,5 87,5 41,5 50,9 122,65 
#347 1:2 50,0 50,0 173 204,9 118,44 
 1:3 33,4 66,6 115 140,3 122,00 
 1:4 25,0 75,0 86,7 113,1 130,45 
 1:6 16,6 83,4 57,8 74,6 129,07 
 1:8 12,5 87,5 43,4 72,4 166,82 
#347 Pool 1:2 50,0 50,0 481,5 505,5 104,98 
 1:4 25,0 75,0 240,7 274,2 113,92 
 1:8 16,6 83,4 120,4 116,3 96,59 
 1:16 12,5 87,5 60,2 63,6 105,65 
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Abb. 3.7: Graphische Darstellung der Ergebnisse 
einer Verdünnungsreihe einer Serumprobe (Probe 
#347 oben; #347 gepoolt unten). Nahezu 
identische Meßwerte mit den berechneten Inhibin 
B-Werten der verdünnten und gepoolten 
Serumprobe. 
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Beim Vergleich der in verschiedenen Seren angesetzten Standards zeigt sich, daß die 
Kurven deutlich voneinander abweichen. Insgesamt wird eine geringere Absorption der 
Standards mit menschlichem Serum evident. Diese Differenz der Absorptionswerte wird 
jedoch mit zunehmender Inhibin B-Konzentration größer (Abb. 3.8), so daß von einer 
ungleichmäßigen Hemmung der Farbentwicklung auszugehen ist. Ebenso liegen die 
Werte im Recovery-Test bei 
Verwendung des menschli-
chen Serums durchweg 
niedriger als bei Einsatz des 
FKS (Abb. 3.8). Es wurden 
92,66% bis 159,9% in FKS 
detektiert, in inhibinfreiem 
Serum 78,17% bis 96,85% 
(Tab. 3.7). 
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Abb. 3.8: Bei der Verwendung menschlichen (inhibinfreien) Serums statt des 
gelieferten FKS zeigen sich sowohl bei der Aufstellung der Standardkurve 
(oben) als auch bei einem durchgeführten Recovery-Test (unten) niedrigere 
Werte der für die Absorption, möglicherweise ein Hinweis für Bindung des 
Inhibins an bestimmte Proteine im menschlichen Serum. 
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Tabelle 3.7. Recoveries in FKS und inhibinfreiem Serum 
 
Serum 
(µl) 
Standard 
1000pg/ml 
(µl) 
FKS 
(µl) Inhibin B (pg/ml) Recovery 
    berechnet gemessen in % 
Probe #19 50 0 50 <std <std  
 50 50 0 500 463,3 92,66 
 50 40 10 400 444,6 111,15 
 50 30 20 300 348,9 116,3 
 50 20 30 200 240,3 120,15 
 50 10 40 100 156,9 159,9 
   
Serum 
Inhibin 
frei 
   
Probe #19 50 0 50 <std <std  
 50 50 0 500 405,6 81,12 
 50 40 10 400 387,4 96,85 
 50 30 20 300 234,5 78,17 
 50 20 30 200 193,4 96,70 
 50 10 40 100 84,4 84,40 
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3.3.  Ergebnisse der klinischen Untersuchung 
Die Ergebnisse werden als Mittelwert ± Standardfehler angegeben. 
3.3.1. Vergleich der erhobenen Parameter zwischen fertilen und infertilen 
Männern insgesamt 
 
Für die Gruppe der fertilen Männer ergaben sich folgende Werte: FSH 3,48 ± 0,27 U/l, 
LH 3,92 ± 0,25 U/l, Testosteron 17,48 ± 0,51 nmol/l, Inhibin B 181,48 ± 7,59 pg/ml und 
für das totale Hodenvolumen 53 ± 1,74 ml. Bei den infertilen Männern zeigte sich ein 
anderes Bild: FSH 13,8 ± 1,2 U/l, LH 5,61 ± 0,48 U/l, Testosteron 15,3 ± 0,87 nmol/l, 
Inhibin B 54,9 ± 7,44 pg/ml, totales Hodenvolumen 24,8 ± 1,43 ml (Abb 3.9). 
Im Vergleich der Gruppen (Fertile versus Infertile) zeigt sich bei allen Parametern ein 
signifikanter Unterschied (P < 0,05; Mann-Whitney-Wilcoxon-Test). In der Gruppe der 
infertilen Männer liegen die Inhibin B- und Testosteron-Werte und das gesamte 
Hodenvolumen niedriger, wohingegen LH und FSH höher lagen als bei den fertilen 
Männern. 
Eine negative Korrelation zwischen Inhibin B und FSH konnte in beiden Gruppen 
beobachtet werden mit r = - 0,51 (P < 0,001) bei den fertilen bzw. r = - 0,64 (P < 0,001) 
bei den infertilen Männern (Abb. 3.10). Eine positive Korrelation zwischen Inhibin B 
und dem Hodenvolumen fand sich bei den fertilen Männern mit r = 0,38 (P < 0,05) 
weniger stark ausgeprägt als bei den infertilen Männern r = 0,57 (P < 0,001) (Abb. 
3.11). 
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Abb. 3.9: Vergleich der Gruppen 
infertile vs. fertile Männer 
hinsichtlich Inhibin B, FSH, LH, 
Testosteron, ges. Hodenvolumen. 
Signifikanter Unterschied zwischen 
den Gruppen (p < 0,05 Mann-
Whitney-Wilcoxon-Test) bei allen 
Parametern. Box-Plots zeigen 25-
75% Bereich, außerhalb liegende 
Werte als Punkte dargestellt; 
Median = durchgezogene Linie; 
Mittelwert = gestrichelte Linie. 
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Abb. 3.10: Korrelation 
zwischen Inhibin B und 
FSH bei fertilen (offene 
Kreise) und infertilen 
(gefüllte Kreise) Männern. 
Die negative Korrelation 
zwischen diesen beiden 
Parametern konnte in 
beiden Gruppen mit r=-
0,51 für fertile und r=-0,64 
für infertile Männer 
nachgewiesen werden. 
Abb. 3.11: Korrelation 
zwischen Inhibin B und 
gesamtem Hodenvolum-
en bei fertilen (offene 
Kreise) und infertilen 
(gefüllte Kreise) Männern. 
Positive Korrelation 
zwischen beiden Para-
metern in beiden 
Gruppen mit r =0,57 für 
infertile etwas stärker 
ausgeprägt als mit r =-
0,38 für fertile Männer. 
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3.3.2 Aufschlüsselung der Werte nach dem FSH-Rezeptor-Typ 
 
Die Mittelwerte ± Standardfehler sind in Tab. 3.8. angegeben. Im Vergleich der jeweils 
drei Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied (P > 0,05; Kruskal-Wallis ANOVA) 
für die angegebenen Parameter entdeckt werden, weder in der Gruppe der fertilen noch 
in der Gruppe der infertilen Männer (Abb. 3.12 – 3.14). 
Tabelle 3.8. Erhobene Parameter bei fertilen und infertilen 
Männern in Abhängigkeit des FSH-Rezeptor Typs. Werte als 
Mittelwert ± Standardfehler (SE). 
Rezeptorvariante 
 Thr307-Asn680 Thr307-Asn680 Ala307-Ser680 
Fertile Männer Thr307-Asn680 Ala307-Ser680 Ala307-Ser680 
FSH U/l 3,26 ± 0,32 3,48 ± 0,48 3,97 ± 0,63 
LH U/l 3,76 ± 0,35 3,8 ± 0,41 1,83 ± 0,69 
Testosteron nmol/l 18,53 ± 0,84 17,19 ± 0,77 16,03 ± 1,03 
Inhibin B pg/ml 195,5 ± 16,5 166,4 ± 10,7 191,5 ± 20,3 
Hodenvolumen ml 56,5 ± 2,5 50,1 ± 2,9 51,6 ± 4,1 
Infertile Männer    
FSH U/l 14 ± 2 14 ± 2 13 ± 2,3 
LH U/l 5,3 ± 0,6 6 ± 0,9 5,2 ± 0,8 
Testosteron nmol/l 14,28 ± 1,19 15,62 ± 1,5 16,52 ± 1,08 
Inhibin B pg/ml 51,9 ± 12,3 59,9 ± 12,1 47,55 ± 13,1 
Hodenvolumen ml 26,6 ± 2,5 22,2 ± 1,6 28,3 ± 4,9 
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Abb. 3.12: Subgruppenanalyse von FSH- und Inhibin B-Werten nach FSH-
Rezeptor-Typ (T/A T/A = homozygot für Thr307-Asn680; A/S A/S = homozygot 
für Ala307-Ser680; T/A A/S = Heterozygote).  
Linke Seite: Fertile Männer, rechte Seite: Infertile Männer.  
Box-Plots zeigen 25-75% Bereich, außerhalb liegende Werte als Punkte 
dargestellt; Median = durchgezogene Linie; Mittelwert = gestrichelte Linie. 
Kein signifikanter Unterschied beim Vergleich der 3 Rezeptor-Subtypen in 
beiden Gruppen (p > 0,05; Kruskal-Wallis ANOVA). 
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Abb. 3.13: Subgruppenanalyse von LH- und Testosteron-Werten nach FSH-
Rezeptor-Typ (T/A T/A = homozygot für Thr307-Asn680; A/S A/S = homozygot 
für Ala307-Ser680; T/A A/S = Heterozygote).  
Linke Seite: Fertile Männer, rechte Seite: Infertile Männer.  
Box-Plots zeigen 25-75% Bereich, außerhalb liegende Werte als Punkte 
dargestellt; Median = durchgezogene Linie; Mittelwert = gestrichelte Linie. 
Kein signifikanter Unterschied beim Vergleich der 3 Rezeptor-Subtypen in 
beiden Gruppen (p > 0,05; Kruskal-Wallis ANOVA). 
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Abb. 3.14: Subgruppenanalyse von Gesamthodenvolumen nach FSH-
Rezeptor-Typ (T/A T/A = homozygot für Thr307-Asn680; A/S A/S = homozygot 
für Ala307-Ser680; T/A A/S = Heterozygote).  
Linke Seite: Fertile Männer, rechte Seite: Infertile Männer.  
Box-Plots zeigen 25-75% Bereich, außerhalb liegende Werte als Punkte 
dargestellt; Median = durchgezogene Linie; Mittelwert = gestrichelte Linie. 
Kein signifikanter Unterschied beim Vergleich der 3 Rezeptor-Subtypen in 
beiden Gruppen (p > 0,05; Kruskal-Wallis ANOVA). 
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4. Diskussion 
 
Das Vorhandensein eines Faktors, welcher neben den Gonadotropinen in die hormonelle 
Regulation zwischen Hypophyse und Gonaden eingreift und die FSH Sekretion 
vermindern kann, wurde schon sehr früh postuliert. Nach der sog. „Inhibin -Hypothese“ 
sollte es sich um ein Produkt der Sertoli-Zellen handeln, das in der Lage ist, über eine 
negative Rückkopplung die FSH-Ausschüttung aus der Hypophyse zu hemmen (Le Gac 
et al. 1982). Isoliert und in seine unterschiedlichen Formen getrennt werden konnte das 
„Inh ibin“ erst 1985 (Ling et al. 1985; Robertson et al. 1986). Auch die 
Vorläuferproteine wurden erst im weiteren Verlauf entdeckt (Robertson et al. 1989). 
Sehr schwierig war die qualitative und quantitative Bestimmung der Inhibinformen. 
Diese war in den Bioassays zunächst nur indirekt über die verminderte FSH Sekretion 
meßbar (Eddie et al. 1979; Scott et al. 1980; Tsonis et al. 1986). Die Entwicklung von 
RIAs (Mc Lachlan et al. 1986; Rivier et al. 1986) ermöglichte zwar einen direkten 
Nachweis von Inhibin, jedoch ergaben sich zwischen der Immunoreaktivität im RIA und 
der Bioaktivität im Bioassay starke Unterschiede (Robertson et al. 1989; de Kretser et 
al. 1989c). Diese beruhten auf der Erkennung der pro-α-C-Sequenz der α-Untereinheit 
des Inhibins durch den eingesetzten Antikörper. 
Somit wurde nicht nur die biologisch aktive, dimere Form des Inhibins, sondern auch 
GLHIUHLH .-Untereinheit in diesem Assay erkannt. Die konsequente Weiterentwicklung 
zu den sehr sensitiven und spezifischen ELISAs gestattet mittlerweile die Messung der 
unterschiedlichen Inhibinformen (Betteridge et al. 1991; Groome et al. 1993, 1995, 
1996). 
4.1. Durchführbarkeit des Inhibin B ELISA 
 
Die zu Beginn der Arbeit aufgetretenen Probleme bei der Durchführung des Inhibin B 
Assays (ungenaue Doppelbestimmungen, nicht lineare Standardkurve in den 
Extrembereichen aufgrund schlecht abgestimmter Inkubationszeit und –temperatur) 
ließen eine nicht ausreichende Stabilität des Assaysystems vermuten, obwohl derartige 
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Probleme in der vorliegenden Literatur nicht erwähnt wurden (Illingworth et al. 1996; 
Groome et al. 1996). Die wichtigsten Kenngrößen wurden in den o.g. Publikationen wie 
folgt angegeben: Sensitivität von 5 pg/ml, Intra- und Inter-Assay 
Variationskoeffizienten von < 10%, Recovery-Test 115% sowie zur Standardkurve 
parallel verlaufende Kurven für seriell verdünnte Serumproben. Angaben zur Assay 
Drift wurden nicht gemacht. Was ist aber für die schlechte Performance des Assays 
verantwortlich gewesen ? 
Für schlecht übereinstimmende Doppelbestimmungen kommt eine Reihe von Faktoren 
in Frage: 
• Eine Kontamination der Mikrotiterplatte oder der Pipettenspitzen mit Substrat 
oder Amplifier kann durch sorgfältiges, sauberes Arbeiten vermieden werden 
(saubere Unterlage/Pipetten, Tragen von Handschuhen, vorsichtige Herstellung 
der Reagenzien). Derartige Einflüsse können prinzipiell immer auftreten und die 
Ergebnisse beeinträchtigen. Dies scheint in diesem Falle allerdings sehr 
unwahrscheinlich, da an der praktischen Durchführung der einzelnen 
Arbeitsschritte und den Grundlagen des sorgfältigen Arbeitens, die von Anfang 
an eingehalten wurden, nichts verändert wurde, die Anzahl der Fehler jedoch 
deutlich zurückging. Andere Faktoren hatten demnach größeren Einfluß. 
• Unzureichendes Auswaschen des Substrates/Amplifiers aus den Wells ist in 
dieser Hinsicht wohl ebenfalls von untergeordneter Bedeutung. Bevor ein 
Waschgang vorgenommen wurde, ist zunächst das gesamte Material aus den 
Wells ausgeschüttet worden. Anschließend wurden die Wells mittels 
Mehrfachpipette und Wasserstrahlpumpe mehrmals aufgefüllt und abgesaugt. 
Um eine vollständige Entfernung nichtgebundener AK zu erreichen, wurde die 
gesamte Platte vor der Inkubation mit Substrat und Amplifier mehrmals in 
verschiedenen Gefäßen ganz in die Waschlösung eingetaucht und anschließend 
auf Papier sorgfältig getrocknet. Ein Verbleiben von ungebundenen AK in 
einzelnen Wells sollte daher nicht auftreten. 
• Während der einzelnen Inkubationsschritte soll die Mikrotiterplatte jeweils 
abgedeckt werden, um Verdunstung zu vermeiden. Die möglichen 
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Temperaturunterschiede an den Rändern bzw. in der Mitte der Platte könnten zu 
unterschiedlich starker Verdunstung führen, so daß ungleiche Volumina in den 
einzelnen Wells verbleiben. Zunächst erfolgte die Abdeckung mit einer Folie, 
die quasi wie Frischhaltefolie über die Platte gespannt wurde. Später kamen 
selbstklebende, in der Größe angepaßte Folien zum Einsatz. Bedeutender ist 
hingegen eine allgemeine Änderung der Inkubationsbedingungen wie sie von der 
Firma Serotec angegeben wurde. Die Platten sollten abgedeckt in einer feuchten 
Kammer stehen. Diese Kammer konnte einfach mittels einer fest verschließbaren 
Plastikdose, auf deren Boden einige wassergetränkte Papiertücher lagen, 
hergestellt werden. Unter diesen Bedingungen sollte die umgebende Luft 
möglichst wasserdampfgesättigt sein, so daß aus den Proben kein weiteres 
Wasser mehr verdunstet. Diese Änderung ist durchgehend weitergeführt worden. 
• Die ausfallenden Präzipitate bei der Vorbehandlung der Proben mit SDS und 
H2O2 können die Pipetten verstopfen oder möglicherweise auch, wenn große 
Stücke mit in die Wells gelangen, die Bindung an den AK beeinträchtigen. Die 
in der Anleitung vorgeschlagenen Zentrifugation bewirkt zwar eine 
Zusammenballung der Präzipitate am Boden des Röhrchens, jedoch ergeben sich 
hierdurch wiederum Schwierigkeiten beim Pipettieren, da zwei Proben aus den 
Eppendorf Reaktionsgefäß in die Wells zu überführen sind. Während dies bei 
der ersten Probe problemlos gelang, war dagegen im nachfolgenden Schritt das 
Volumen schon so weit reduziert, daß das Präzipitat aufgewirbelt wurde und mit 
in die Probe gelangte. Es resultierten demnach zwei sehr unterschiedliche 
Proben. Die eine völlig ohne Präzipitate, die andere hingegen mit einem relativ 
hohen Anteil dieser Verunreinigung. Das pipettierte Volumen der zweiten Probe 
kann demnach durch die potentielle Verstopfung der Pipette erheblich kleiner 
sein als das der ersten Probe. Daher wurde ein Weg gesucht, den Einfluß dieser 
Störungsquelle zu minimieren. Erfolgte keine Zentrifugation, war das 
Überführen beider Proben unproblematisch (größere Präzipitate konnten beiseite 
gedrückt werden) und bei der Auswertung zeigte sich eine deutlich geringere 
Zahl an Fehlern innerhalb der Doppelbestimmungen. Daher wurde dieses 
Verfahren, im Gegensatz zu dem in der Anleitung genannten, beibehalten. 
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Im Hinblick auf die sehr rasch ablaufende Farbreaktion nach Zugabe des Amplifiers und 
die Plateaubildung der Absorptionswerte bei hohen Inhibin B-Konzentrationen könnte 
das eingesetzte Substrat/Amplifier System von Bedeutung sein. Möglicherweise liegt 
die Ursache in zwei verschiedenen Substrat/Amplifier Systemen, die von zwei Firmen 
hergestellt werden (Bethesda Research Laboratories, BRL oder Dako). Im Unterschied 
zum BRL System kann mit dem Dako System, wie es in diesem Assay eingesetzt wird, 
nur eine geringere Gesamtabsorption erreicht werden (ca. 1,4 vs. 2,0), da die eingesetzte 
Menge an Iodnitrotetrazolin, dem Substrat aus dem im Amplifier-System das Formazan 
gebildet wird, geringer ist. 
Damit ist also das Amplifier-System bei hohen Inhibin-Konzentrationen schneller 
erschöpft als bei niedrigeren, so daß die Proportionalität zwischen Inhibin B-
Konzentration und der ermittelten Absorptionswerte nicht mehr gegeben ist. Diese 
Unterschiede legen nahe, die Inkubation mit dem Substart für lediglich eine Stunde statt 
der vorgegebenen zwei durchzuführen, um ein ausreichendes Angebot an 
Amplifiersubstanz zu gewährleisten. Noch bevor eigene Experimente zur Ermittlung der 
geeigneten Temperatur durchgeführt werden konnten, gab die Firma Serotec eine 
weitere Änderung in der Anleitung heraus, wonach alle Inkubationsschritte in einer 
feuchten Kammer ablaufen sollten (s.o.) und die Inkubation mit dem Substrat lediglich 
eine Stunde bei Raumtemperatur erfolgen sollte. 
Zusammenfassend bleibt festzuhalten: Bei Markteinführung des Inhibin B Assay Kits 
war dieses eigentlich noch nicht geeignet für eine kommerzielle Verbreitung. Der 
ständige Kontakt zur Firma Serotec unsererseits aufgrund der aufgetretenen Probleme 
und die laufend erschienenen Änderungen in den Versuchsbedingungen, die 
möglicherweise auch auf unsere Anregungen hin überprüft wurden, sprechen dafür. 
Darüber hinaus wurden auch auf einer Internetseite (http://www.brookes.ac.uk/inhibin) 
Informationen zum „Troubleshooting“ angeboten. Dies ist sicherlich mitbedingt durch 
die breite Anwendung des Assays in vielen Forschungseinrichtungen. Mittlerweile sind 
auch die Firmen, welche die Reagenzien für die Inhibin- und Activin Assays herstellen 
und vertreiben im Internet vertreten (http://www.oxford-bio-innovation.co.uk).  
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Die in der vorliegenden Arbeit, nach Einstellung geeigneter Versuchsbedingungen, 
erhobenen Parameter sind also durchaus vergleichbar (Sensitivität 6,42 pg/ml, Intra- und 
Inter-Assay Variation 3,37% bzw. 0,93% - 16,82%) mit den von Illingworth et al. 1996 
und Groome et al. 1996 publizieren Ergebnissen. Lediglich bei den Recovery-Tests 
wurden in dieser Arbeit größere Abweichungen gefunden (42,49% - 95,87%) und die 
Menge des zugesetzten Inhibin B somit eher unter- als überschätzt. Möglicherweise 
hängt dies mit der eingesetzten Standardlösung zusammen. Diese enthält Inhibin B aus 
humaner Follikelflüssigkeit, das in FKS rekonstituiert werden muß. Es existiert bislang 
kein „Referenzstandard“ für Inhibin, etwa rekombinantes Inhibin, so daß auch für den 
Recovery-Test lediglich die im Kit enthaltene Standardpräparation eingesetzt werden 
kann. Bei den Proben handelt es sich jedoch um humanes Serum. Es ist denkbar, daß die 
unterschiedlichen Medien die Ergebnisse beeinflussen.  
Bei der Verwendung von humanem Serum (im Gegensatz zum FKS) als Grundlage für 
die Standardpräparation ergab sich eine deutlich geringere Absorption über den 
gesamten Konzentrationsbereich und somit auch niedrigere Inhibinwerte. Dies könnte 
beispielsweise auf eine höhere Plasmaeiweißbindung des Inhibin B in menschlichem 
Serum hinweisen. Welche Rolle aber die bekannten Bindungsproteine α2-
Makroglobulin (Vaughan et al. 1993) und Follistatin (Krummen et al. 1993) nicht nur 
für die Bindung, den Transport und die Clearance des Inhibin B, sondern auch für 
dessen möglicherweise veränderte Aktivität im ELISA spielen, muß in zukünftigen 
Untersuchungen beurteilt werden. 
Der eingesetzte Inhibin B ELISA ist demnach noch nicht als „ideal“ zu bezeichnen, aber 
sehr sensitiv und präzise. Als jedoch erstes System zur Bestimmung von Inhibin B ist er 
allerdings bislang nur für den experimentellen Gebrauch zugelassen, so daß die breite 
klinische Anwendung noch aussteht. Dennoch hat dieses System seit der 
Markteinführung eine Fülle von Erkenntnissen geliefert und wird auch künftig ein 
wichtiges Werkzeug bei der Klärung physiologischer und pathophysiologischer 
Zusammenhänge sein. 
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4.2. Ergebnisse der klinischen Untersuchung 
 
Aufgrund der großen Bedeutung des FSH für die Aufrechterhaltung der Spermatogenese 
liegt es nahe, den FSH-Rezeptor auf Defekte zu untersuchen, die eine mögliche Ursache 
der männlichen Infertilität darstellen könnten. Bislang sind insgesamt 9 inaktivierende 
Mutationen im FSH-Rezeptor-Gen mit den entsprechenden Phänotypen bei der Frau 
beschrieben worden (Aittomäki et al. 1994; Tapanainen et al. 1997; Beau et al. 1998; 
Touraine et al. 1999, Doherty et al. 2002, Allen et al. 2003, Meduri et al. 2003). 
Lediglich bei Verwandten der finnischen Patientinnen konnten bislang auch männliche 
Betroffenen identifiziert werden, wobei jedoch kein einheitlicher Phänotyp auftrat. Eine 
niederländische Studie konnte auch beim Screening von 28 Patienten im Rahmen der 
Evaluierung zur ICSI (intrazytoplasmatische Spermieninjektion) keine Mutationen im 
FSH-Rezeptor-Gen aufdecken (Tuerlings et al. 1998). Damit ist die von Tapanainen et 
al. 1997 auch bei Männern beschriebene Substitution von Alanin ⇒ Valin an Position 
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die bislang einzig, klinisch relevante inaktivierende Mutation bei Männern.  
Auch die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Probanden wurden im Hinblick auf 
Mutationen im FSH-Rezeptor gescreent. Jedoch wurden keine Mutationen, sondern 
lediglich zwei Polymorphismen entdeckt. Es handelt sich zum einen um einen bereits 
bekannten Polymorphismus in Position 680 (Asn 680 Ser) der Proteinkette (Whitney et 
al. 1995; Aittomäki et al. 1995), zum anderen trat an Position 307 entweder Threonin 
oder Alanin auf, ebenso eine schon früher beschriebene Variante (Simoni et al. 1997). 
Diese Polymorphismen treten meistens in zwei festen Kombinationen auf: Thr307-Asn680 
und Ala307-Ser680. Da das Vorkommen von Asparagin bzw. Serin an Position 680 
möglicherweise Einfluß hat auf die intrazelluläre Prozessierung des Rezeptormoleküls 
durch Glykosylierung an dieser Position bzw. auf die Rezeptorfunktion durch 
Phosphorylierung, könnte hierdurch auch eine Beeinflussung der Fertilität bestehen. 
Eine derartige Beeinflussung der Rezeptorfunktion wurde für den TSH-Rezeptor (u.a.) 
beschrieben (Loos et al. 1995). Zur weiteren Charakterisierung der funktionellen 
Eigenschaften der Rezeptorvarianten wurden diese in Folgeexperimenten in eine 
Zellinie transfiziert und die cAMP-Bildung auf FSH-Stimulation sowie die Bindung von 
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radioaktiv markiertem, rekombinanten FSH an die Rezeptoren beobachtet. Die cAMP-
Antworten auf FSH-Stimulation waren für beide Varianten ähnlich. Auch die Bindung 
des markierten Hormons unterschied sich nicht signifikant, obwohl die Variante Ala307-
Ser680 ca. dreimal schwächer an der Zelloberfläche exprimiert wurde. So muß von 
ähnlicher Affinität für das FSH ausgegangen werden (Simoni et al. 1999). 
Beim Vergleich der fertilen mit den infertilen Männern konnten signifikante 
Unterschiede bei den erhobenen Parametern (FSH, Inhibin B, LH, Testosteron, totales 
Hodenvolumen) festgestellt werden. Im Hinblick auf die zugrunde liegende Schädigung 
der Hoden bzw. Funktionsstörungen bei den infertilen Männern, war eine Erhöhung der 
Gonadotropine durch mangelndes Ansprechen des Erfolgsorgans (fehlender Feedback-
Mechanismus), eine Erniedrigung der testikulären Hormone Inhibin B und Testosteron 
sowie ein vermindertes Hodenvolumen zu erwarten. 
Auch die negative Korrelation zwischen Inhibin B und FSH konnte hier, wie in der 
Arbeit von Illingworth et al. 1996, in beiden Gruppen bestätigt werden. Deutlicher war 
der Zusammenhang in der Gruppe der Infertilen. Bis zur Einführung der spezifischen 
Inhibin ELISAs konnte dieser Zusammenhang allerdings noch nicht nachgewiesen 
werden (de Kretser et al. 1989c), wodurch sich Widersprüche zur Inhibin-Hypothese 
ergaben. Die Ursache dafür liegt in der Spezifität der eingesetzten Assays. Während in 
älteren Untersuchungen der sog. „Monash -RIA“ (McLachlan et al. 1987; de Kretser et 
al. 1989b, c) verwendet wurde, der einen AK gegen die pro-α-C-Sequenz der α–
Untereinheit des Inhibins enthielt, kommen in den neuen ELISA-Systemen AK zum 
Einsatz, die eine genaue Unterscheidung der verschiedenen Inhibinformen erlauben 
(Groome et al. 1993, 1995, 1996). Mit dem RIA wurden also alle Präkursoren des 
Inhibin mit pro-α-C-Sequenz und auch nicht dimerisierte, freie α–Untereinheiten 
detektiert. So ist auch die Diskrepanz zwischen den Inhibinaktivitäten im Bioassay und 
RIA erklärbar (Schneyer et al. 1990).  
Betrachtet man die Subgruppen nach FSH-Rezeptor-Typ im Vergleich, so findet man 
erstaunlicherweise keinen signifikanten Unterschied, weder innerhalb der Gruppe der 
fertilen noch der infertilen Männer, bezüglich der erhobenen Parameter. Vor allem die 
Inhibin B-Serumwerte geben keinerlei Hinweis auf den vorliegenden Rezeptortyp. Die 
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o.g. Ergebnisse bezüglich der funktionellen Eigenschaften der Rezeptorvarianten zeigen 
also auch in vivo keine Unterschiede. 
Somit kann also ein Einfluß des FSH-Rezeptor-Polymorphismus, mit den resultierenden 
Varianten des Rezeptors, auf die Syntheseleistung der Hoden (Inhibin B und 
Testosteron) bzw. die Rückkopplung zwischen Hypophyse und Gonaden (FSH und LH) 
und das totale Hodenvolumen nicht bewiesen werden. Deshalb scheinen auch die 
Möglichkeiten der Beeinflussung der Rezeptorfunktion durch Phosphorylierung oder 
Glykolysierung des Moleküls (s.o.), je nach vorliegender Variante, keinen Einfluß auf 
die Fertilität der untersuchten Probanden zu haben. Insgesamt ist also die Rolle von 
Mutationen im FSH-Rezeptor-Gen sowie auch der allelischen Varianten des Rezeptors 
als mögliche Ursache einer Infertilität bei Männern als eher gering einzuschätzen. Dafür 
spricht auch die gleichmäßige Verteilung der Rezeptorvarianten innerhalb der Gruppen. 
Ferner bedeutet ein schwerer Defekt an so zentraler Schaltstelle der Reproduktion auch, 
daß derartige Mutationen sich wahrscheinlich nicht weit ausbreiten können, da 
betroffene Individuen sich nicht fortpflanzen können. 
Diese Vermutung wird durch eine Ausweitung dieser Untersuchungen auf zusätzliche 
202 gesunde Probanden gestützt (Asatiani et al. 2002). Hier konnte eine ähnliche 
Verteilung der Rezeptorsubtypen beobachtet werden, jedoch kamen neben den 
häufigsten Varianten in vier Patienten die theoretisch auch möglichen anderen 
Kombinationen vor. Unterschiede in den Testosteron- oder FSH-Werten fanden sich bei 
allen Probanden nicht, auch keine Unterschiede in den Inhibin B-Werten und dem 
Hodenvolumen (n=62). 
In einer kürzlich durchgeführten Untersuchung des Instituts für Reproduktionsmedizin 
in Zusammenarbeit mit der Klinik für Gynäkologie und Geburtshilfe zur Evaluierung 
eines geeigneten Parameters zur Bestimmung der FSH-abhängigen Stimulation der 
Ovarien in Rahmen der assistierten Reproduktion konnte eine Abhängigkeit der basalen 
FSH-Werte der Probandinnen vom FSH-Rezeptortyp gezeigt werden. Ebenso war auch 
die Anzahl der benötigten Ampullen der eingesetzten FSH-Präparation zur Induktion 
der Follikelreifung signifikant unterschiedlich bezogen auf den vorhandenen FSH-
Rezeptortyp (Perez Mayorga et al. 2000). Unklar bleibt jedoch, was für diese 
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offenkundig unterschiedliche Aktivität der FSH-Rezeptortypen bei diesen Frauen 
verantwortlich ist. Ob möglicherweise doch die unterschiedliche Expression an der 
Zelloberfläche (s.o.), eine eventuell veränderte Desensibilisierung der verschiedenen 
Rezeptoren oder andere Ursachen in Frage kommen muß in weiteren Untersuchungen 
geklärt werden. 
Ähnliche Verteilungsmuster der FSH-Rezeptortypen wurden auch in anderen 
Kollektiven beobachtet. Bei Patientinnen, die wegen POF, ROS oder PCOS auf 
Mutationen im FSH-Rezeptor gescreent wurden, zeigte sich hinsichtlich der einzelnen 
Untergruppen und der Kontrollgruppe kein Unterschied in der Verteilung der 
Rezeptortypen (Conway et al. 1999). Auch unter japanischen Frauen besteht ein 
ähnliches Verteilungsmuster (Sudo et al. 2002), jedoch zeigten funktionelle 
Untersuchungen in vitro zusätzlich zu der nicht unterschiedlichen cAMP-Aktivierung 
eine ebenfalls ausbleibende Aktivierung der IP3-Kaskade. Allerdings wurde bei der 
ovariellen Stimulation bei den homozygoten Patientinnen für die Serinvariante an 
Position 680 ein signifikant erhöhter basaler FSH-Wert beobachtet und diese 
Patientinnen benötigten mehr hMG (human menopausal gonadotropin) zur ovariellen 
Stimulation. Diese Ergebnisse stützten die Ergebnisse von Perez Mayorga et al. Des 
weiteren konnten de Castro et al. zeigen, daß das Ansprechen auf eine ovarielle 
Stimulationstherapie vom FSH-Rezeptortyp abhängig ist. Bei homozygoten 
Patientinnen für die Serinvariante an Position 680 waren insgesamt 36% als „poor 
responders“ definiert worden (de Castro et al. 2003). Auch in einer Studi e mit 
anovulatorischen Frauen zeigte sich ein Einfluß des Rezeptortyps. Innerhalb der 
Patientengruppe waren die Varianten Thr/Thr 307 signifikant weniger und die Varianten 
Ser/Ser 680 signifikant häufiger vorhanden als in der Kontrollgruppe, ebenfalls konnte 
in der Patientengruppe, die homozygot für die Ser 680-Variante war, ein erhöhter FSH-
Basalwert festgestellt werden. Das Ansprechen auf FSH zur ovariellen Stimulation war 
jedoch nicht unterschiedlich (Laven et al. 2003). 
Es scheint also, als habe der FSH-Rezeptortyp zumindest bei Frauen einen Einfluß auf 
die Follikelreifung als FSH-Antwort. Ob dieser Effekt jedoch eine pathogenetische 
Rolle in der Infertilität spielt oder nur einen permissiven Effekt (im Zusammenwirken 
mit anderen Faktoren) ausübt, bleibt bislang noch unklar. Eine teilweise „Resistenz“ der 
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homozygoten Ser680-Variante gegenüber FSH scheint durch die o.g. Studien 
naheliegend zu sein. 
4.3. Weitere Studien mit dem Inhibin B ELISA 
Als gesichert kann mittlerweile gelten, daß bioaktives, dimeres Inhibin B die 
bestimmende Inhibinform bei Männern ist und von den Sertoli-Zellen produziert wird 
(Anderson & Sharpe 2000). Auch im Tiermodell zeigte sich eine deutliche 
Abhängigkeit der Inhibin B-Werte von der Anzahl der Sertoli-Zellen (Sharpe et al. 
1999; Ramaswamy et al. 1999). Eine Verminderung ihrer Zahl wird jeweils von einem 
Abfall der Inhibin B-Werte begleitet. Fraglich ist in diesem Zusammenhang noch die 
Produktion von Inhibin B durch die Keimzellen bzw. Leydig-Zellen. 
Immunhistochemische Untersuchungen und mRNA-Expressionsuntersuchungen 
konnten sowohl die Inhibin-.-Untereinheiten als auch die entsprechende mRNA in 
Sertoli- und Leydig-Zellen nachgewiesen werden, nicht jedoch in den Keimzellen 
(Marchetti et al. 2003). 
)HUQHU ZDU GLH ,QKLELQ B-Untereinheit und die entsprechende mRNA zwar in 
Spermatozyten (pachytän), Spermatiden und Leydig-Zellen, aber nicht in Sertoli-Zellen 
zu finden. Somit besteht ferner die Möglichkeit, daß Inhibin-B im adulten Hoden ein 
Kombinationsprodukt der verschiedenen Zelltypen ist (Anderson et al. 2000, Marchetti 
et al. 2003). Diesbezüglich ist die Datenlage jedoch noch unklar, da gegen diese These 
spricht, daß Stimulation von Leydig-Zellen mit LH bzw. hCG in hypogonadotropen 
bzw. gesunden Männern zu keinem Anstieg der Inhibin B-Konzentration im Serum 
führt (Young et al 2000, Meachem et al 2001). 
Auch die Tagesrhythmik der Inhibin B-Sekretion konnte mit dem spezifischen ELISA 
bestätigt werden (Carlsen et al. 1999), wie sie bereits von Yamaguchi et al. (1991) 
beschrieben wurde. Demnach besteht ein Peak-Wert gegen 9.00 Uhr und Minimum 
gegen 17.00 Uhr. Von Carlsen et al. konnte bei den Probanden ein paralleler Verlauf 
analog des Testosteronspiegels festgestellt werden. Dieser könnte demnach den 
Inhibinspiegel im Tagesverlauf bestimmen. Die Gabe von FSH in hoher Dosis führte zu 
einem deutlichen Anstieg der Inhibin B-Werte, wobei die Tagesrhythmik jedoch 
erhalten blieb (Kamischke et al. 2001), so daß von einer nur partiell FSH-abhängigen 
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Regulation ausgegangen werden kann. Möglicherweise unterliegt die Tagesrhythmik 
von Inhibin B (und Testosteron) bisher nicht näher definierten parakrinen Mechanismen. 
Eine saisonale Rhythmik der Inhibin B-Sekretion konnte nicht verifiziert werden, 
vielmehr zeigte sich, daß die Inhibin B-Werte bei den untersuchten Individuen relativ 
konstant waren (Andersson et al. 2003). 
Beachtung fand inzwischen auch der Verlauf der Inhibin B-Werte von der Kindheit bis 
ins Erwachsenenalter. Hierbei zeigte sich ein Peak in den ersten 4-12 Monaten post 
partum gefolgt von einem leichten Abfall, bis mit der Pubertät die Werte auf 
„Erwachs enenniveau“ stiegen (Byrd et al. 1998). Die Gonadotropinwerte hingegen 
zeigten nach der Geburt nur einen kurzen Anstieg. Die bereits beschriebene 
Konzentrationsabnahme der Seruminhibinwerte mit dem Alter (Tenover et al. 1988) 
zeigte sich auch hier. Zur Ausprägung der negativen Korrelation von Inhibin B und FSH 
kam es jedoch erst mit Beginn der Pubertät, während sich in der Kindheit eine positive 
Korrelation beider Parameter fand (Anderson & Sharpe 2000, Crofton et al 2002), dabei 
war ein Inhibin B-Anstieg von Stadium G1 bis G3 n. Tanner mit leichtem Abfall in 
Stadium G4 bis G5 zu beobachten. Die Peak-Werte der Inhibinproduktion in der frühen 
Kindheit und frühen Pubertät fallen mir den Phasen der Sertoli-Zell-Proliferation 
zusammen. Bei einer Untersuchung an Ratten konnte der nachgeburtliche Peak ebenfalls 
beobachtet werden und fiel mit der Proliferation der Sertoli-Zellen zusammen (Sharpe et 
al. 1999). Interessant ist in diesem Zusammenhang auch, ob die Inhibin B-Messung bei 
Kindern Aussagen über die spätere Hodenfunktion bzw. eine vorliegende 
Hodenschädigung zuläßt (Kubini et al. 2000). Die Autoren suchten nach einer 
Möglichkeit, den üblichen hCG Stimulationstest zu umgehen. Aufgrund der 
festgestellten positiven Korrelation von Inhibin B und im Stimulationstest erzeugten 
Testosteronanstieg erschien eine Differenzierung der Patienten möglich. Die 
vorgeschlagenen Vorgehensweise, den Stimulationstest durch Inhibin B-Bestimmungen 
zu ersetzen, erscheint vor dem Hintergrund der fehlenden Zulassung des Assays für die 
klinische Diagnostik und der sozusagen erst einsetzenden intensiven Forschung im 
Bereich der inhibinabhängigen Vorgänge übereilt. 
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Wichtig ist zu bemerken, daß die Inhibin B-Werte bei Kindern vor der Pubertät also 
vornehmlich Aussagen über Sertoli-Zellen (Vorhandensein, Proliferation) zulassen, 
während nach Initiierung der Pubertät die Inhibin B-Werte zu einem erheblichen Teil 
vom Vorhandensein intakter Keimzellen abhängig sind, so daß z.B. ein SCO-Syndrom 
bei Kindern vor der Pubertät normale Inhibin B-Levels zeigt, diese im weiteren Verlauf 
jedoch drastisch abfallen (Andersson et al. 2001). 
Mit der Differenzierung der Inhibinformen wurde dem Inhibin B auch eine 
Markerfunktion für die Sertoli-Zellfunktion und die Spermatogenese zugeschrieben. 
Dabei zeigt sich, daß Inhibin B als Marker einer eingeschränkten Spermatogenese 
durchaus besser eingesetzt werden kann als FSH (Pierik et al. 1998). Jensen et al. hatten 
bereits 1997 Inhibin B als zusätzliches diagnostisches Mittel zur Einschätzung des 
Grades der Beeinträchtigung der Spermatogenese vorgeschlagen. Die Abhängigkeit der 
Spermatogenese und Inhibin B-Werte läßt vermuten, daß nicht nur die Sertoli-Zellen, 
sondern auch die Zellen der Spermatogenese die Inhibinproduktion beeinflussen. Somit 
könnten die Serum-Inhibin B-Werte den Zustand von Sertoli-Zellen und den Zellen der 
Spermatogenese wiederspiegeln. In dieser Hinsicht könnte die Expression von β-
Untereinheiten des Inhibin B in den Keimzellen Erwachsener von Spermatozyten bis hin 
zu den Spermatiden von Bedeutung sein (Andersson et al. 1998), während bei 
präpubertären Jungen diese nur in den Sertoli-Zellen detektiert wurden. Von den 
Autoren wird ein Wechsel der Produktionsstätte im Laufe der Pubertät als mögliche 
Erklärung herangezogen. 
Ein Zusammenhang der Inhibin B-Serumwerte mit der Anzahl der intratestikulären 
Spermatiden (Foresta et al. 1999) bei infertilen Männern unter Behandlung mit FSH 
wurde beschrieben. Hierbei schien die Kombination von FSH- und Inhibin B-Werten, 
den Grad der Einschränkung der Spermatogenese zu reflektieren. Bei einer 
Untersuchung im Tiermodell (Foppiani et al. 1999) führte eine Schädigung der Hoden 
durch Röntgenstrahlung zu einem sehr raschen Abfall der Inhibin B-Werte bereits eine 
Woche nach der Bestrahlung, ein FSH-Anstieg wurde dagegen erst nach drei Wochen 
beobachtet. Möglicherweise erfolgt die Beeinträchtigung der Inhibinproduktion durch 
ein fehlendes Signal der prämeiotischen Keimzellen, die in erster Linie von der 
Strahlung zerstört werden, an die Sertoli-Zellen. Diese Vermutung wird gestützt durch 
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die Beobachtung, daß noch sechs Wochen nach Bestrahlung 10 Mio. Spermien pro 
Ejakulat zu finden waren, die Ausreifung dieser Zellen also noch durch die Sertoli-
Zellen unterstützt wurde. Das frühzeitige Ansprechen der Inhibin B-Werte im Vergleich 
zu FSH verdeutlicht eine höhere Sensitivität in Bezug auf eine Hodenschädigung. Ein 
ebensolches Ergebnis konnte bei Männern gefunden werden, die im Hinblick auf das 
Vorhandensein von Spermien zur TESE (testikuläre Spermienextraktion) zur IVF (in 
vitro Fertilisation) in den Hoden untersucht wurden (von Eckardstein et al. 1999). Auch 
hier war Inhibin B der sensitivere Marker und variierte in Abhängigkeit der Schwere der 
Hodenschädigung. In Kombination mit FSH konnte die Sensitivität sogar noch erhöht 
werden. Eine genaue Vorhersage der testikulären Schädigung aufgrund der Inhibinwerte 
gelang jedoch nicht. Zur Klärung inwieweit die Keimzellen einen Beitrag zur Inhibin B-
Produktion beitragen, ergaben sich keine Hinweise auf einen spezifischen Zelltyp, der 
an der Inhibinsynthese beteiligt ist. 
Eine genaue Vorhersage einer erfolgreichen TESE über die Inhibin B-Serumwerte wäre 
für die Planung einer IVF äußerst wünschenswert. Verschiedene Studien stützen die o.g. 
These, daß die Kombination von Inhibin B- und FSH-Werten zwar eine bessere Aussage 
über den Erfolg der TESE ermöglicht, diese aber bisher für den einzelnen Patienten 
(noch) nicht genau genug möglich ist (Brugo-Olmedo et al. 2001, Vernaeve et al. 2002, 
Bohring et al. 2003). Lediglich eine Arbeitsgruppe (Ballesca et al. 2000) konnte eine 
eindeutige Überlegenheit der Inhibin B-Messung zeigen, die eine Hodenbiopsie 
überflüssig machen würde. 
4.4. Ausblick 
 
Die Entwicklung spezifischer Assays für die verschiedenen Inhibinformen ermöglichte 
tiefere Einblicke in die Entwicklung und Funktion der Hoden. Der bereits lange 
postulierte Feedback-Faktor der testikulären Funktion wurde mit dem Inhibin B 
identifiziert. Insgesamt scheint die herausragende Funktion von Inhibin B als Marker für 
eine geschädigte Spermatogenese mittlerweile gut belegt zu sein. Das rasche Absinken 
der Inhibin B-Serumkonzentrationen infolge einer testikulären Schädigung zeigt dies an. 
Die Frage nach dem definitiven Produktionsort von Inhibin B und dem modulierenden 
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Einfluß der Keimzellen bleibt bislang unbeantwortet. Neben dem o.g. Wechsel von 
Sertoli-Zellen zu den Zellen der Spermatogenese könnte auch die getrennte Produktion 
der Untereinheiten und spätere Zusammenführung in Frage kommen. 
Ebenso herausfordernd ist die Suche nach den entsprechenden Rezeptoren für die 
verschiedenen Inhibinformen und ihrem Modus der Signalübertragung. Ist auch mit der 
Identifizierung von InhBP/p120 und Betaglycan ein erster Schritt getan, so ist die Suche 
nach spezifischen Inhibin-Rezeptoren eine der wichtigsten Aufgaben, um weitere 
Einblicke in die Physiologie und Pathophysiologie des Inhibins zu erhalten. Zwar kann 
Betaglycan als Co-Rezeptor für Inhibin angesehen werden, der die Aktivinwirkung 
antagonisieren kann, von spezifischem Inhibin-Rezeptor kann hier jedoch nicht 
gesprochen werden. Ähnliches gilt für InhBP/p120, dessen Aktivinantagonismus bisher 
nur unvollständig verstanden wird (Bernard et al. 2002). 
Weitere Untersuchungen müssen die neu aufgetretenen Fragen beantworten bevor die 
Inhibin B-Bestimmung ein klinisch-diagnostisches Instrument zur breiten Anwendung 
werden kann. Bislang ist der Informationsgewinn, der durch die Inhibin B-Messung 
erzielt werden kann in klinischer Hinsicht enttäuschend. Jedoch kann sich im 
experimentellen Setting eine außerordentliche Nützlichkeit dieser Messungen erweisen, 
z.B. zur schnellen Erkennung von Schäden der Keimzellen durch Strahlung oder 
Toxine, da die Inhibinwerte hier rasch abfallen (s.o.). 
Ferner ist zu berücksichtigen, daß auch die Entwicklung der Assaysysteme fortschreiten 
wird und damit nicht nur die komplette Inhibin/Activin-Familie einer sensitiven 
Messung zugänglich wird, sondern auch möglicherweise noch spezifischere Assays 
entwickelt werden, mit denen sich bisher nicht nachweisbare Zusammenhänge 
klarstellen lassen (z.B. Vorhersage bei TESE). 
Die Aufdeckung von Mutationen im FSH-Rezeptor erbrachte neue Erkenntnisse im 
Hinblick auf mögliche Ursachen der Infertilität. Weil diese jedoch insgesamt nur selten 
vorkommen, könnte ein Hauptschwerpunkt zukünftig auf der Charakterisierung 
verschiedener Varianten, wie sie z.B. bei den hier untersuchten Probanden vorlagen, 
liegen. Weitere Untersuchungen sind nötig, um die Funktion der diversen Formen 
zunächst in vitro charakterisieren zu können. Dazu bieten sich Granulosa- und Sertoli-
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Zellen an, die im Gegensatz zu den bisher benutzen Zellinien dem Ursprungsort der 
FSH-Rezeptoren entsprechen. Möglicherweise ist ihre Ausstattung mit zellspezifischen 
G-Proteinen oder Enzymsystemen für die Aktivierung verschiedener Mechanismen 
verantwortlich, die dann auch zu unterschiedlichen biologischen Effekten führt. Für die 
in vivo Wirkungen sind ferner die Isoformen des FSH zu berücksichtigen, die ihrerseits 
zu variablen Effekten in Kombination mit den Rezeptor-Typen führen könnten (Ulloa-
Aguirre & Timossi 1998). Ferner muß für den Asn680Ser Polymorphismus des FSH-
Rezeptors nun geklärt werden, wie stark der Einfluß auf die Stimulationstherapie bei der 
IVF ist und welche Stimulationsprotokolle in Abhängigkeit der Rezeptorvariante 
sinnvoll sind. Bei Männern bleibt abzuwarten, ob ähnliche Phänomene erkannt werden 
können, auch wenn es anhand der bisher vorliegenden und im Rahmen dieser Arbeit 
erhobenen Daten keinen Hinweis gibt, daß die Rezeptorvarianten für die Infertilität 
verantwortlich sein könnten. 
 
  116 
5. Literaturverzeichnis 
Aittomäki K (1994) The genetics of XX gonadal dysgenesis. Am J Hum Genet 54: 
844-851 
Aittomäki K, Dieguez Lucena JL, Pakarinen P, Sistonen P, Tapanainen JS, Gromoll 
J, Kaskikari R, Sankila EM, Lehväslaiho H, Engel AR, Nieschlag E, Huhtaniemi I, 
de la Chapelle A (1995) Mutation in the follicle-stimulating hormone receptor gene 
causes hereditary hypergonadotropic ovarian failure. Cell 82: 959-968 
Aittomäki K, Herva R, Stenman U-H, Juntunen K, Ylöstalo P, Hovatta O, de la 
Chapelle A (1996) Clinical features of primary ovarian failure caused by a point 
mutation in the follicle-stimulating hormone receptor gene. J Clin Endocrinol Metab 
81: 3722-3726 
Allen LA, Achermann JC, Pakarinen P, Kotlar TJ, Huhtaniemi I,Jameson JL, 
Cheetham TD, Ball SG (2003) A novel loss of function mutation in exon 10 of the 
FSH receptor gene causing hypergonadotropic hypogonadism: clinical and 
molecular characteristics. Hum Reprod 2: 251-256 
Anawalt RD, Bebb RA, Matsumoto AM, Groome NP, Illingworth PJ, McNeilly AS, 
Bremner WJ (1996) Serum inhibin B levels reflect Sertoli cell function in normal 
men and men with testicular dysfunction. J Clin Endocrinol Metab 81: 3341-3345 
Andersen TT, Curatolo LM, Reichert Jr LE (1983) Follitropin binding to receptors 
in testis: studies on the reversibility and thermodynamics of the reaction. Mol Cell 
Endocrinol 33: 37-52 
Anderson RA, Wallace EM, Groome NP, Bellis AJ, Wu FCW (1997) Physiological 
relationships between inhibin B, follicle stimulating hormone secretion and 
spermatogenesis in normal men and response to gonadotrophin suppression by 
exogenous testosterone. Hum Reprod 12: 746-751 
Anderson RA, Sharpe RM (2000) Regulation of inhibin production in the human 
male and its clinical applications. Int J Androl 23: 136-144 
Andersson AM, Muller J, Skakkebaek NE (1998) Different roles of prepubertal and 
postpubertal germ cells and Sertoli cells in the regulation of serum inhibin B levels. 
J Clin Endocrinol Meatb 83: 4451-4458 
Andersson AM, Skakkebaek NE (2001) Serum inhibn B levels during male 
childhood and puberty. Mol Cell Endocrinol 180: 103-107 
Andersson AM, Carlsen E, Petersen JH, Skakkebaek NE (2003) Variation in levels 
of serum inhibin B, luteinizing hormone, follicle-stimulating hormone, and sex 
hormone-binding globulin in monthly samples from healthy men during a 17-month 
period: possible effects of seasons. J Clin Endocrinol Metab 88: 932-937 
Asatiani K, Gromoll J, von Eckardstein S, Zitzmann M, Nieschlag E, Simoni M 
(2002) Distribution and function of FSH receptor genetic variants in normal men. 
Andrologia 34: 172-176 
  117 
Babu PS, Krishnamurthy H, Chedrese PJ, Sairam MR (2000) Activation of 
Extracellular-regulated Kinase Pathways in Ovarian granulose cells by the novel 
growth factor type 1 follicle-stimulating hormone receptor. J Biol Chem 36: 27615-
27626 
Ballesca JL, Balasch J, Calafell JM, Alvarez R, Fabregues F, Martinez de Osaba MJ, 
Ascaso C, Vanrell JA (2000) Serum inhibin B determination is predictive of 
successful testicular sperm extraction in patients with non-obstructive azoospermia. 
Hum Reprod 15: 1734-1738 
Baly DL, Allison DE, Krummen LA, Woodruff TK, Soules MR, Chen SA, Fendly 
BM, Bald LN, Mather JP, Lucas C (1993) Development of a specific and sensitive 
two-site enzyme-linked immunosorbent assay for measurement of inhibin-A in 
serum. Endocrinology 132: 2099-2108 
Bandoh R, Yamano S, Kamada D, Daitoh T, Aono T (1992) Effect of sperm-
immobilizing antibodies on the acrosome reaction of human spermatozoa. Fertil 
Steril 57: 387-392 
Beau I, Touraine P, Meduri G, Gougeon G, Desroches A,Matuchansky C, Milgrom 
E, Kuttenn F, Misrahi M (1998) A novel Phenotype related to partial loss of function 
mutations of the follicle-stimulating hormone receptor. J Clin Invest 102: 1352-1359 
Behre HM, Nieschlag E, Meschede D, Partsch CJ (2000a) Störungen im Bereich des 
Hypothalamus und der Hypophyse. In: Nieschlag E, Behre H (Hrsg) Andrologie. 
Springer, 2. Aufl, S 137-156 
Behre HM, Nieschlag E, Meschede D (2000b) Störungen im Bereich der ableitenden 
Samenwege und akzessorischen Geschlechtsdrüsen. In: Nieschlag E, Behre H (Hrsg) 
Andrologie. Springer, 2. Aufl, S 195-209 
Bernard DJ, Chapman SC, Woodruff TK (2002) Minireview: Inhibin binding 
protein (InhBP/120), betaglycan, and the continuing search for the inhibin receptor. 
Mol Endocrinol 16: 207-212 
Betteridge A, Craven RP (1991) A two-site enzyme-linked immunosorbent assay for 
inhibin. Biol Reprod 45: 748-754 
Bilezikjian LM, Vaughan JM, Vale WW (1993) Characterization and the regulation 
of inhibin/activin subunit proteins of cultured rat anterior pituitary cells. 
Endocrinology 133: 2545-2553 
Blok LJ, Meckenbach P, Trapman J, Themmen APN, Brinkmann AO, Grootegoed 
JA (1989) Follicle-stimulating hormone regulates androgen receptor mRNA in 
Sertoli cells. Mol Cell Endocrinol 63:269-271 
Bohring C, Schroeder-Printzen I, Weidner W, Krause W (2003) Serum levels of 
inhibn B and follicle-stimulating hormone may predict successful sperm retrieval in 
men with azoospermia who are undergoing testicular sperm extraction. Fertil Steril 
78: 1195-1198 
  118 
Boitani C, Stefanini M, Fragale A, Morena AR (1995) Activin stimulates Sertoli cell 
proliferation in a defined period of rat testis development. Endocrinology 136: 5438-
5444 
Brugo-Olmedo S, De Vincentiis S, Calamera JC, Urrutia F, Nodar F, Acosta AA 
(2001) Serum inhibin B may be a reliable marker of the presence of testicular 
spermatozoa in patients with nonobstructive azoospermia. Fertil Steril 76: 1124-
1129 
Burger HG (1995) Gonadal Regulatory Peptides In: De Groot L J (Ed) 
Endocrinology. WB Saunders Company Philadelphia London Toronto Montreal 
Sydney Tokyo, Vol 3 Third Edition, S 2008-2018 
Byrd W, Bennett MJ, Carr BR, Dong Y, Wians F, Rainey W (1998) Regulation of 
biologically active dimeric inhibin A and B from infancy to adulthood in the male. J 
Clin Endocrinol Metab. 83: 2849-2854 
Campen CA, Vale W (1988) Interaction between purified ovine inhibin and steroids 
on the release of gonadotropins from cultured rar pituitary cells. Endocrinology 123: 
1320-1327 
Carlsen E, Olsson C, Petersen JH, Andersson AM, Skakkebaek NE (1999) Diurnal 
rhythm in serumlevels of ihibin B in normal men: relation to testicular steroids and 
gonadotropins. J Clin Endocrinol Metab. 84: 1664-1669 
Carroll RS, Kowash PM, Lofgren JA, Schwall RH, Chin WW (1991) In vivo 
regulation of FSH synthesis by inhibin and activin. Endocrinology 129: 3299-3304 
Chandley AC, Cooke HJ (1994) Human male fertility – Y-linked genes and 
spermatogenesis. Hum Molec Genet 3: 1449-1452 
Chillon M, Casals T, Mercier B, Bassas L, Lissens W, Silber S, Romey MC, Ruiz-
Romero J, Verlingue C, Claustres M, Nunes V, Ferec C, Estivill X (1995) Mutations 
in the cystic fibrosis gene in patients with congenital absence of the vas deferens. N 
Engl J Med 332: 1475-1480 
Conway GS, Conway E, Walker C, Hoppner W, Gromoll J, Simoni M (1999) 
Mutation screening and isoform prevalence of the follicle-stimulating hormone 
receptor gene in women with premature ovarian failure, resistant ovary syndrome 
and polycystic ovary syndrome. Clin Endocrinol 51: 97-99 
Crépieux P, Marion S, Martinat N, Fafeur V, Le Vern Y, Kerboeuf D, Guillou F, 
Reiter E (2001) The ERK-dependent signalling is stage-specifically modulated by 
FSH, during primary Sertoli cell maturation. Oncogene 20: 4696-4709 
Crofton PM, Evans AEM, Groome NP, Taylor MRH, Holland CV, Kelnar CJH 
(2002) inhibin b in boys from birth to adulthood: relationship with age, pubertal 
stage, FSH and testosterone. Clin Endocrinol 56: 215-221 
Dankbar B, Brinkworth MH, Schlatt S, Weinbauer GF, Nieschlag E, Gromoll J 
(1995) Ubiquitious expression of the androgen receptor and testis-specific 
  119 
expression of the FSH receptor in the cynomolgus monkey (Macaca fascicularis) 
revealed by a ribonuclease protection assay. J Steroid Biochem Mol Biol 55: 35-41 
Dankbar B, Sohn M, Nieschlag E, Gromoll J (1995) Quantification of androgen 
receptor and follicle-stimulating hormone receptor mRNA levels in human and 
monkey testes by a ribonuclease protection assay. Int J Androl 18: 88-96 
Davis D, Liu X, Segaloff DL (1995) Identification of the sites of N-linked 
glycosylation on the follicle-Stimulating hormone (FSH) receptor and assessment of 
their role in FSH receptor function. Mol Endocrinol 9: 159-170 
De Castro F, Ruiz R, Montoro L, Perez-Hernandez D, Sanchez-Casas Padilla E, 
Real LM, Ruiz A (2003) Role of follicle-stimulating hormone receptor Ser680Asn 
polymorphism in the efficacy of follicle-stimulating hormone. Fertil Steril 80: 571-
576 
de Kretser DM, McLachlan RI, Robertson DM, Burger HG (1989c) Serum inhibin 
levels in normal men and men with testicular disorders. J Endocrinology 129: 517-
523 
de Kretser DM, O´Leary PC, Irby DC, Risbridger GP (1989b) Inhibin secretion is 
influenced by Leydig cells: evidence from studies using the cytotoxin ethane 
dimethane sulphonate (EDS). Int J Androl 12: 273-280 
de Kretser DM, Robertson DM (1989a) The isolation and physiology of inhibin and 
related proteins. Biol Reprod 40: 33-47 
de Kretser DM, Robertson DM, Risbridger GP (1990) Recent advances in the 
human physiology of inhibin secretion. J Endocrinol Invest 13: 611-624 
de Kretser D M, Risbridger G P, Kerr J B (1995) Basic Endocrinology of the Testis. 
In: De Groot L J (Ed) Endocrinology W B Saunders Company Philadelphia London 
Toronto Montreal Sydney Tokyo, Vol 3 Third Edition, S 2307-2335 
Doherty E, Pakarinen P, Titinen A, Kilavuori A, Huhtaniemi I, Forrest S, Aittomäki 
K (2002) A novel mutation in the FSH receptor inhibiting signal transduction and 
causing primary ovarian failure. J Clin Endocrinol Meatb 3: 115-1155 
Eddie LW, Baker HW, Higginson RE, Hudson B (1979) A bioassay for inhibin 
using pituitary cell cultures. J Endocrinol 81: 49-60 
Evans LW, Muttukrishna S, Knight PG, Groome NP (1997) Development, 
validation and application of a two-site enzyme-linked immunosorbent assay for 
activin-AB. J Endocrinol 153: 221-230 
Feng Z-M, Bardin CW, Chen C-LC (1989) Characterization and regulation of 
testicular inhibin β-subunit mRNA. Mol Endocrinol 3: 939-948 
Fingscheidt U, Weinbauer GF, Khan SA, Nieschlag E (1990) Follicle-stimulating 
hormone stimulates inhibin in the serum of male monkeys (Macaca mulatta). Acta 
Endocrinol 122: 96-100 
  120 
Fletcher PW, Reichert Jr LE (1984) Cellular processing of follicle-stimulating 
hormone by Sertoli cells in serum-free culture. Mol Cell Endocrinol 34: 39-49 
Flores JA, Leong DA, Veldhuis JD (1992) Is the calcium signal induced by follicle-
stimulating hormone in swine granulosa cells mediated by adenosine cyclic 3´,5´-
monophosphat-dependent protein kinase? Endocrinology 130: 1862-1866 
Foppiani L, Schlatt S, Simoni M, Weinbauer GF, Hacker-Klom U, Nieschlag E 
(1999) Inhibin B is a more sensitive marker of spermatogenetic damage than FSH in 
the irradiated non-human primate model. J Endocrinol. 162: 393-400 
Foresta C, Bettella A, Rossato M, La Sala G, De Paoli M, Plebani M (1999) Inhibin 
B plasma concentrations in oligozoospermic subjects before and after therapy with 
follicle-stimulating hormone. Hum Reprod 14: 906-912 
Gorczynska E, Handelsman DJ (1991) The role of calcium in follicle-stimulating 
hormone signal transduction in Sertoli cells. J Biol Chem 266: 23739-23744 
Grasso P, Reichert Jr LE (1989b) Follicle-stimulating hormone (FSH) induces G 
protein dissociation from FSH receptor-G protein complexes in reconstituted 
proteoliposomes. Biochem Biophys Res Comm 162: 1214-1221 
Grasso P, Reichert Jr LE (1989a) Follicle-stimulating hormone receptor-mediated 
uptake of 45Ca2+ by proteoliposomes and cultured rat Sertoli cells: Evidence for 
involvement of voltage-activated and voltage-independent calcium channels. 
Endocrinology 125: 3029-3036 
Grasso P, Reichert Jr LE (1990) Follicle-stimulating hormone receptor-mediated 
uptake of 45Ca2+ by cultured rat Sertoli cells does not require activation of cholera 
toxin or pertussis toxin-sensitive guanine nucleotide binding proteins or adenylate 
cyclase. Endocrinology 127: 949-956 
Greger R (1994) Die Zelle als Grundbaustein. In: Klinke R, Silbernagl S (Hrsg) 
Lehrbuch der Physiologie. Thieme, Stuttgart New York, S 13-36 
Gromoll J, Ried T, Holtgreve-Gretz H, Nieschlag E, Gudermann T (1994) 
Localization of the human FSH receptor to chromosome 2p21 using a genomic 
probe comprising exon 10. J Mol Endocrinol 12: 265-271 
Gromoll J, Pekel E, Nieschlag E (1996a) The structure and organization of the 
human follicle-stimulating hormone receptor (FSHR) gene. Genomics 35: 308-311 
Gromoll J, Simoni M, Nieschlag E (1996b) An activating mutation of the follicle-
stimulating hormone receptor autonomously sustains spermatogenesis in a 
hypophysectomized man. J Clin Endocrinol Metab 81: 1367-1370 
Gromoll J, Simoni M, Nordhoff V, Behre HM, De Geyter C, Nieschlag E (1996c) 
Functional and clinical consequences of mutations in the FSH receptor. Mol Cell 
Endocrinol 125: 177-182 
Groome N, O´Brien M (1993) Immunoassays for inhibin and its subunits. Further 
applications of the synthetic peptide approach. J Immunol Method 165: 167-176 
  121 
Groome NP, Illingworth PJ, O´Brien M, Priddle J, Weaver K, McNeilly AS (1995) 
Quantification of inhibin pro-αC-containing forms in human serum by a new 
ultrasensitive two-site enzyme-linked immunosorbent assay. J Clin Endocrinol 
Metab 80: 2926-2932 
Ho SM, Lau KM, Mok SC, Syed V (2003) Profiling follicle stimulating hormone-
induced gene expression changes in normal and malignant human ovarian surface 
epithelial cells. Oncogene 27: 4243-4256 
Illingworth PJ, Groome NP, Byrd W, Rainey WE, McNeilly AS, Mather JP, 
Bremner WJ (1996) Inhibin B: a likely candidate for the physiologically important 
form of inhibin in men. J Clin Endocrinol Metab 81: 1321-1325 
Ishida H, Tashiro H, Watanabe M, Fujii N, Yoshida H, Imamura K, Minowada S, 
Shinohara M, Fukutani K, Aso Y, de Kretser DM (1990) Measurement of Inhibin 
concentrations in men: study of changes after castration and comparison with 
androgen levels in testicular tissue, spermatic venous blood, and peripheral venous 
blood. J Clin Endocrinol Metab 70: 1019-1022 
Jakubowiak A, Janecki A, Steinberger A (1990) Kinetics of inhibin secretion in 
static and superfused Sertoli cell cultures in response to follicle-stimulating 
hormone. Biol Reprod 43: 939-945 
Jensen TK, Andersson AM, Hjollund NH, Scheike T, Kolstad H, Giwercman A, 
Henrikson TB, Ernst E, Bonde JP, Olsen J, McNeilly A, Groome NP, Skakkebaek 
NE (1997) Inhibin B as a serum marker of spermatogenesis: correlation to 
differences in sperm concentration and follicle-stimulating hormone levels. A study 
of 349 Danish men. J Clin Endocrinol Meatb 82: 4059-4063 
Josso N, Boussin L, Knebelmann B, Nihoul-Fekete C, Picard JY (1991) Anti-
Müllerian hormone and intersex state. Trends Endocrinol Metab 2: 227-233 
Kaipia A, Penttilä T-L, Shimasaki S, Ling N, Parvinen M, Toppari J (1992) 
Expression of Inhibin βA and βB, follistatin and activin A receptor messenger 
ribonucleic acids in the rat seminiferous epithelium. Endocrinology 131: 2703-2710 
Kamischke A, Simoni M, Schrameyer K, Lerchl A, Nieschlag E (2001) Is inhibin B 
a pharmacodynamic parameter for FSH in normal men? Eur J Endocrinol 144: 629-
637 
Kangasniemi M, Kaipia A, Toppari J, Perheentupa A, Huhtaniemi I, Parvinen M 
(1990) Cellular regulation of follicle-stimulating hormone (FSH) binding in rat 
seminiferous tubules. J Androl 11: 336-343 
Keinan D, Madigan MB, Bardin CW, Chen C-LC (1989) Expression and regulation 
of testicular inhibin α-subunit gene in vivo and in vitro. Mol Endocrinol 3: 29-35 
Kiesewetter S, Macek M, Davis C, Curristin SM, Chu CS, Graham C, Shrimpton 
AE, Cashman SM, Tsui LC, Mickle J, Amors J, Highsmith WE, Shuber A, Witt DR, 
Crystal RG, Cutting GR (1993) A mutation in CFTR produces different phenotypes 
depending on chromosomal background. Nat Genet 5: 274-278 
  122 
Klaij IA, van Pelt AM, Timmermann MA, Blok LJ, de Rooij DG, de Jong FH 
(1994) Expression of inhibin subunits mRNAs and inhibin levels in the testes of rats 
with stage-synchronized spermatogenesis. J Endocrinol 141: 131-141 
Kletter GB, Gorski JL, Kelch RP (1991) Congenital adrenal hyplplasia and isolated 
gonadotropin deficiency. Trends Endocrinol Metab 2: 123-128 
Kliesch S, Pentillä TL, Gromoll J, Saunders PTK, Nieschlag E, Parvinen M (1992) 
Stage specific expression of the FSH receptor during rat spermatogenesis. Mol Cell 
Endocrinol 107: R45-R49 
Knight PG, Muttukrishna S, Groome NP (1996) Development and application of a 
two-site enzyme immunoassay for the determination of total activin-A in serum and 
follicular fluid. J Endocrinol 148: 267-279 
Krummen LA, Woodruff TK, DeGuzman G, Cox ET, Baly DL, Mann E, Garg S, 
Wong WL, Cossum P, Mather JP (1993) Identification and characterization of 
binding proteins for inhibin and activin in human serum and follicular fluids. 
Endocrinology 132: 431-443 
Krummen LA, Moore A, Woodruff TK, Covello R, Taylor R, Working P, Mather JP 
(1994) Localization of inhibin and activin binding sites in the testis during 
development by in situ ligand binding. Biol Reprod 50: 734-744 
Kubini K, Zachmann M, Albers N, Hiort O, Bettendorf M, Wolfle J, Bidlingmaier F, 
Klingmuller D (2000) Basal inhibin B and the testosterone response to human 
chorionic gonadotropin correlate in prepubertal boys. J Clin Endocrinol Metab. 85: 
134-138 
Kumar TR, Wang Y, Matzuk MM (1996) Gonadotropins are essential modifier 
factors for gonadal tumor development in inhibin-deficient mice. Endocrinology 
137: 4210-4216 
Laven JSE, Mulders AGMGJ, Suryandari DA, Gromoll J, Nieschlag E, Fauser 
BCJM, Simoni M (2003) Follicle-stimulating hormone receptor polymorphisms in 
women with normogonadotropic anovulatory infertility. Fertil Steril 80: 986-992 
Le Gac F, de Kretser DM (1982) Inhibin production by Sertoli cell cultures. Mol 
Cell Endocrinol 28: 487-495 
Le Gac F, Attramadal H, Jahnsen T, Hansson V (1985) Studies on the mechnism of 
follicle-stimulating hormone-induced desensitation of Sertoli cell adenylyl cyclase in 
vitro. Biol Reprod 32: 916-924 
Leonhardt H (1990) Histologie, Zytologie und Mikroanatomie des Menschen 
Taschenlehrbuch der gesamten Anatomie. Thieme, Stuttgart New York, Bd 3, 8. 
Aufl, S 486-490 
Ling N, Ying SY, Ueno N, Esch F, Denorary L, Guillemin R (1985) Isolation and 
partial characterization of a MW 32,000 protein with inhibin activity from porcine 
follicular fluid. Proc Natl Acad Sci USA 82: 7217 
  123 
Ling N, Ying SY, Ueno N, Shimasaki S, Esch F, Hotta M, Guillemin R (1986) 
Pituitary FSH is released by a heterodimer of the β-subunits from the two forms of 
inhibin. Nature 321: 779-782 
Loos U, Hagner S, Bohr URM, Bogatkewitsch GS, Jakobs KH, Van Koppen CJV 
(1995) Enhanced cAMP accumulation by the human thyrotropin receptor variant 
with the Pro52Thr substitution in the extracellular domain. Eur J Biochem 232: 62-
65 
Majumdar, R, Winters SJ, Plant TM (1997) A study of the relative roles of follicle-
stimulating hormone and luteinizing hormone in the regulation of testicular inhibin 
secretion in the rhesus monkey (Macaca mulatta). Endocrinology 138: 1363-1373 
Marchetti C, Hamdane M, Mitchell V, Mayo K, Devisme L, Rigot JM, Beauvillain 
JC, Hermand E, Defossez A (20,PXQRORFDOLW]DWLRQRILQKLELQDQGDFWLYLQ .DQG
%VXEXQLWVDQGH[SUHVVLRQRIFRUUHVSRQGLQJPHVVHQJHU51$VLQWKHKXPDQDGXOW
testis. Biol Reprod 68: 230-235 
Martin-du Pan RC, Campana A (1993) Physiopathology of spermatogenic arrest. 
Fertil Steril 60: 937-946 
Matzuk MM, Finegold MJ, Su J-G J, Hsueh AJW, Bradley A (1992) α-inhibin is a 
tumor-suppressor gene with gonadal specifity in mice. Nature 360: 313-318 
Matzuk MM, Finegold MJ, Mather JP, Krummen L, Lu H, Bradley A (1994) 
Develpoment of cancer cachexia-like syndrome and adrenal tumors in inhibin-
deficient mice. Proc Natl Acad Sci USA 91: 8817-8821 
Mc Lachlan RI, Robertson DM, Burger HG, de Kretser DM (1986) The 
radioimmunoassay of bovine and human follicular fluid and serum inhibin. Mol Cell 
Endocrinol 120: 175-185 
McLean DJ, Friel PJ, Pouchnik D, Griswold MD (2002) Oligonucleotide microarray 
analysis of gene expression in follicle-stimulating hormone-treated rat Sertoli cells. 
Mol Endocrinol 12: 2780-2792 
Meachem SJ, Nieschlag E, Simoni M (2001) Inhibin B in male reproduction: 
pathophysiology and clinical relevance. Eur J Endocrinol 145: 561-571 
Medhamurthy R, Abeywardene SA, Culler MD, Negro-Vilar A, Plant TM (1990) 
Immunoneutralization of circulating inhibin in the hypophysiotropically clamped 
male rhesus monkey (Macaca mulatta) results in a selective hypersecretion of 
follicle-stimulating hormone. Endocrinology 126: 2116-2124 
Meduri G, Touraine P, Beau I, Lahuna O, Desroches A, Vacher-Lavenu MC, 
Kuttenn F, Misrahi M (2003) Delayed puberty and primary amenorrhea associated 
with a novel mutation of the human follicle-stimulating hormone receptor: clinical, 
histological, and molecular studies. J Clin Endocrinol Metab 88: 3491-3498 
Minegishi T, Nakamura K, Takakura Y, Ibuki Y, Igarashi M (1991) Cloning and 
sequencing of human FSH receptor cDNA. Biochem Biophys Res Commun 175: 
1125-1130 
  124 
Monaco L, Adamo S, Conti M (1988) Follicle-stimulating hormone modulation of 
phosphoinositide turnover in the immature rat Sertoli cell in culture. Endocrinology 
123: 2032-2039 
Nakamura T, Takio K, Eto Y, Shibai H, Titani K, Sugino H (1990) Activin-binding 
protein from rat ovary is follistatin. Science 247: 836-838 
Naor Z, Outhiriaradjou B, Sege R (2000) Activation of MAPK Cascades by G-
protein-coupled Receptors: The Case of Gonadotropin-releasing Hormone Receptor. 
Trends Endocrinol Metab 11: 91-99 
Neugebauer DC, Neuwinger J, Jockenhövel F, Nieschlag E (1990) 9+0 axoneme in 
spermatozoa and some nasal cilia of a patient with totally immotile spermatozoa 
associated with thickened sheath and short midpiece. Hum Reprod 5: 981-986 
Nieschlag E. (2000a) Aufgaben und Ziele der Andrologie. In: Nieschlag E, Behre H 
(Hrsg) Andrologie. Springer, 2. Aufl, S 1-9 
Nieschlag E, Behre HM, Meschede D, Kamischke A (2000b) Störungen im Bereich 
Testes. In: Nieschlag E, Behre H (Hrsg) Andrologie. Springer, 2. Aufl, S 158-193 
Nothacker HP, Grimmelikhuizen CJP (1993) Molecular clonig of a novel, putative 
G protein-coupled receptor from sea anemones structurally related to members of 
the FSH/TSH/LH/CG receptor family from mammals. Biochem Biophys Res 
Commun 197: 1062-1069 
Perez-Mayorga M, Gromoll J, Behre HM, Gassner C, Nieschlag E, Simoni M (2000) 
Ovarian response to follicle-stimulating hormone (FSH) stimulation depends on the 
FSH receptor genotype. J Clin Endocrinol Meatb 85: 3365-3369 
Phillips DJ, McFarlane JR, Hearn MT, de Kretser DM (1997) Inhibin, activin and 
follistatin bind preferentially to the transformed species of alpha 2-macroglobulin. J 
Endocrinol 155: 65-71 
Pierik FH, Vreeburg JT, Stijen T, De Jong FH, Weber RF (1998) Serum inhibin B as 
a marker of spermatogenesis. J Clin Endocrinol Metab 83: 3110-3114 
Rajasekaran M, Hellstrom WJG, Naz RK, Sikka SC (1995) Oxidative stress and 
interleukins in seminal plasma during leucocytospermia. Fertil Steril 64: 153-157 
Ramaswamy S, Marshall GR, MCNeilly AS, Plant TM (1999) Evidence that in a 
physiological setting Sertoli cell number is the major determinant of circulating 
concntrations of inhibin B in the adult male rhesus monkey (Macaca mulatta). J 
Androl 20: 430-434 
Ranniki AS, Zhang FP, Huhtaniemi IT (1995) Ontogeny of follicle-stimulating 
hormone receptor gene expression in the rat testis and ovary. Mol Cell Endocrinol 
107: 199-208 
Risbridger GP, Clements J, Robertson DM, Drummond AE, Muir J, Burger HG, de 
Kretser DM (1989) Immnuno- and bioactive inhibin and inhibin α-subunit 
expression in rat Leydig cell cultures. Mol Cell Endocrinol 66: 119-122 
  125 
Risbridger GP, Robertson DM, de Kretser DM (1990) Current perspectives of 
inhibin biology. Acta Endocrinol 122: 673-682 
Rivier C, Rivier J, Vale W (1986) Inhibin-mediated feedback control of follicle-
stimulating hormone secretion in the female rat. Science 234: 205-207 
Rivier C, Corrigan A, Vale W (1991) Effect of recombinant human inhibin on 
gonadotropin secretion by the male rat. Endocrinology 129: 2155-2159 
Roberts V, Meunier H, Sawchenko PE, Vale W (1989a) Differential production and 
regulation of inhibin subunits in rat testicular cell types. Endocrinology 125: 2350-
2359 
Roberts V, Meunier H, Vaughan J, Rivier J, Rivier C, Vale W, Sawchenko P 
(1989b) Production and regulation of inhibin subunits in pituitary gonadotropes. 
Endocrinology 124: 552-554 
Robertson DM, de Vos FL, Foulds LM, McLachlan RI, Burger HG, Morgan, FJ, 
Hearn MTW, de Kretser DM (1986) Isolation of a 31 kDa form of inhibin from 
bovine follicular fluid. Mol Cell Endocrinol 44: 271-277 
Robertson DM, Giacometti M, Foulds LM, Lahnstein J, Goss NH, Hearn MTW, de 
Kretser DM (1989) Isolation of inhibin α-subunit precursor proteins from bovine 
follicular fluid. Endocrinol 125: 2141-2149 
Robertson DM, Sullivan J, Watson M, Cahir N (1995) Inhibin forms in human 
plasma. J Endocrinol 144: 261-269 
Robertson DM, Burger HG, Sullivan J, Cahir N, Groome N, Poncelet E, 
Franchimont P, Woodruff T, Mather JP (1996) Biological and immunological 
characterization of inhibin forms in human plasma. J Clin Endocrinol Metab 81: 
669-676 
Robertson DM, Cahir N, Findlay JK, Burger HG, Groome N (1997) The biological 
and immunological characterization of inhibin A and B forms in human follicular 
fluid and plasma. J Clin Endocrinol Metab 82: 889-896 
Rousseau-Merck MF, Misrahi M, Loosfelt H, Atger M, Milgrom E, Berger R 
(1990a) Localization of the human luteinizing hormone receptor to chromosome 
2p21. Cytogenet Cell Genet 54: 77-79 
Rousseau-Merck MF, Misrahi M, Loosfelt H, Atger M, Milgrom E, Berger R 
(1990b) Assignment of the human thyroid stimulating hormone receptor to 
chromosome 14q31. Genomics 8: 233-236 
Rousseau-Merck MF, Atger M, Loosfelt H, Milgrom E, Berger R (1993) The 
chromosomal localization of the the human follicle-stimulating hormone receptor 
(FSHR) gene on 2p21-p16 is similar to that of the luteinizing hormone receptor 
gene. Genomics 15: 222-224 
Savage MO, Lowe DG (1990) Gonadal neoplasia and abnormal sexual 
differentiation. Clin Endocrinol 32: 519-533 
  126 
Schneyer AL, Mason AJ, Burton LE, Ziegner JR, Crowley Jr WF (1990) 
Immunoreactive inhibin α-subunit in human serum: implications for 
radioimmunoassay. J Clin Endocrinol Metab 70: 1208-1212 
Schneyer AL, Sluss PM, Whitcomb RW, Martin KA, Sprengel R, Crowley Jr WF 
(1991) Precursors of α-Inhibin modulate follicle-stimulating hormone receptor 
binding and biological activity. Endocrinology 129: 1987-1999 
Schwanzel-Fukuda M, Bick D, Pfaff DW (1989) Luteinizing hormone-releasing 
hormone (LHRH)- expressing cells do not migrate normally in an inherited 
hypogonadal (Kallmann) syndrome. Mol Brain Res 6: 311-326 
Scott RS, Burger HG, Quigg H (1980) A simple and rapid in vitro bioassay for 
inhibin. Endocrinology 107: 1536-1542 
Seger R, Hanoch T, Rosenberg R, Dantes A, Merz WE, Strauss JF III, Amsterdam A 
(2001) The ERK Signaling Cascade Inhibits Gonadotropin-stimulated 
Steroidogenesis. J Biol Chem 17: 13957-13964 
Seminara SB, Boepple PA, Nachtigall LB, Pralong FP, Khoury RH, Sluss PM, 
Lecain AE, Crowly Jr WF (1996) Inhibin B in males with gonadotropin-releasing 
hormone (GnRH) deficiency: changes in serum concentration after short term 
physiologic GnRH replacement-a clinical research center study. J Clin Endocrinol 
Metab 81: 3692-3696 
Sharma OP, Flores JA, Leong DA, Veldhuis JD (1994) Cellular basis for follicle-
stimulating hormone stimulated calcium signaling in single rat Sertoli cells: possible 
dissociation from effects of adenosine 3´,5-´monophosphat. Endocrinology 134: 
1915-1923 
Sharpe RM, Kerr JB, Maddocks S (1988) Evidence for a role of the Leydig cells in 
control of the intratesticular secretion of inhibin. Mol Cell Endocrinol 60: 243-247 
Sharpe RM, Turner KJ, McKinnell C, Groome NP, Atanassova N, Millar MR, 
Buchanan DL, Cooke PS (1999) Inhibin B levels in plasma of the male rat from 
birth to adulthood: effect of experimental manipulation of Sertoli cell number. J 
Androl 20: 94-101 
Shimizu A, Tsutsui K, Kawashima S (1987) Autoradiographic study of binding and 
internalization of follicle-stimulating hormone in the mouse testis in vitro. 
Endocrinol Jpn 34: 431-442 
Shimonaka M, Inouye S, Shimasaki S, Ling N (1990) Follistatin binds to both 
activin and inhibin through the common beta-subunit. Endocrinology 128: 3313-
3315 
Simoni M, Gromoll J, Nieschlag E (1997) The follicle-stimulating hormone 
receptor: Biochemistry, molecular biology, physiology, and pathophysiology. 
Endocr Rev 18: 739-773 
Simoni M, Gromoll J, Höppner W, Kamischke A, Krafft T, Stähle D, Nieschlag E 
(1999) Mutational analysis of the follicle-stimulating hormone (FSH) receptor and 
  127 
characterization of two discrete FSH receptor allelic variants in normal and infertile 
men. J Clin Endocrinol Metab 84: 751-755 
Simoni M, Nieschlag E, Gromoll J (2002) Isoforms and single nucleotide 
polymorphisms of the FSH receptor gene: implications for human reproduction. 
Hum Reprod Update 5: 413-421 
Smits G, Olatunbosun O, Delbaere A, Pierson R, Vassart G, Costagliola S (2003) 
Ovarian hyperstimulation syndrome due to a mutaion in the follicle-stimulating 
hormone receptor. N Engl J Med 349 : 760-766 
Sprengel R, Braun T, Nikolics K, Segaloff DL, Seeburg, PH (1990) The testicular 
receptor for follicle stimulating hormone: Structure and functional expression of 
cloned cDNA. Mol Endocrinol 4: 525-530 
Stewart AG, Milborrow HM, Ring JM, Crowther CE, Forage RG (1986) Human 
inhibin genes genomic characterization and sequencing. FEBS Lett 206: 329-334 
Strothmann K, Simoni M, Mathur P, Siakhammary S, Nieschlag E, Gromoll J 
(2003) Gene expression profiling of mouse Sertoli cell lines. Cell Tissue Res 
vorzeitige online Publikation 
Sudo S, Kudo M, Wada S, Sato O, Hsueh AJW, Fujimoto S (2002) Genetic and 
functional analyses of polymorphisms in the human FSH receptor gene. Mol Hum 
Reprod 8: 893-899 
Tapanainen JS, Aittomäki K, Min J, Vaskivuo T, Huhtaniemi IT (1997) Men 
homozygous for an inactivating mutation of the follicle-stimulating hormone (FSH) 
receptor gene present variable suppression of spermatogenesis and fertility. Nat 
Genet 15: 201-204 
Tenover JS, McLachlan RI, Dahl, KD, Burger HG, de Kretser DM, Bremner WJ 
(1988) Decreased serum inhibin levels in normal elderly men: evidence for a decline 
in Sertoli cell function with aging. J Clin Endocrinol Metab 67: 455-459 
Toebosch AMW, Robertson DM, Klaij IA, de Jong FH, Grootegoed JA (1989) 
Effects of FSH and testosterone on highly purified rat Sertoli cells: inhibin α-subunit 
mRNA expression and inhibin secretion are enhanced by FSH but not by 
testosterone. J Endocrinol 122: 757-762 
Touraine P, Beau I, Gougeon G, Meduri G, Desroches A, Pichard C, Detoeuf M, 
Paniel B, Prieur M, Zorn J-R, Milgrom E, Kuttenn F, Misrahi M (1999) New natural 
inactivating mutations of the follicle-stimulating hormone receptor: Correlations 
between receptor functions and phenotype. Mol Endocrinol 13: 1844-1854 
Troispoux C, Guillou F, Elalouf JM, Firsov D, Iacovelli L, De Blasi A, Combarnous 
Y, Reiter E (1999) Involvement of G protein-coupled receptor kinases and arrestins 
in desensitization to follicle-stimulating hormone action. Mol Endocrinol 13: 1599-
1614 
Tsonis CG, McNeilly AS, Baird DT (1986) Measurement of exogenous and 
endogenous inhibin in sheep serum using a new and extremely sensitive bioassay for 
  128 
inhibin based on inhibition of ovine pituitary FSH secretion in vitro. J Endocrinol 
110: 341-352 
Tuerlings JHAM, Ligtenberg MJL, kremer JAM, Siers M, Meuleman EJH, Braat 
DDHM, Hoefsloot LH, Merkus HMWM, Brunner HG (1998) Screening male 
intracytoplasmic sperm injection candidates for mutations of the follicle-stimulating 
hormone receptor gene. Hum Reprod 13: 2098-2101 
Ulloa-Aguirre A, Midgley Jr AR, Beitins IZ, Padmanabhan V (1995) Follicle-
stimulating hormone isohormones: characterization and physiological relevance. 
Endocr Rev 16: 765-787 
Ulloa-Aguirre A, Timossi C (1998) Structure-function relationship of follicle-
stimulating hormone and its receptor. Hum Reprod 4: 260-283 
Vale W, Rivier J, Vaughan J, McClintock R, Corrigan A, Woo W, Karr D, Spiess J 
(1986) Purification and characterization of an FSH releasing protein from porcine 
ovarian follicular fluid. Nature 321: 776-779 
Van Ahlen H, Hertle L (2000) Störungen der Samendeposition. In: Nieschlag E, 
Behre H (Hrsg) Andrologie. Springer, 2. Aufl, S 211-245 
Vasseur C, Rodien P, Beau I, Desroches A, Gerard C, de Poncheville L, Chaplot S, 
Savagner F, Croué A, Mathieu E, Pharm D, Lahlou N, Descamps P, Misrahi M 
(2003) A chorionic gonadotropin-sensitive Mutation in the follicle-stimulating 
hormone receptor as a cause of familial gestational spontaneous ovarian 
hyperstimulation syndrome. N Engl J Med 349 : 753-759 
Vaughan JM, Vale WW (1993) α2-Macroglobulin is a binding protein of inhibin and 
activin. Endocrinology 132: 2038-2050 
Vernaeve V, Tournaye H, Schiettecatte J, Verheyen G, van Steirtghem A, Devroey P 
(2002) Serum inhibin B cannot predict testicular sperm retrieval in patients with 
non-obstructive azoospermia. Hum Reprod 17: 971-976 
Vicari E, Calogero AE, Burrello N, Moncada ML, Maver A, Orlando C, Vitali G, 
Bonaffini F, D´Agata R (1994) Relationship of inhibin serum level to bioactive and 
immunoreactive FSH in oligospermic and azoospermic patients. Andrologia 26: 
177-184 
Voigt K (1994) Endokrines System. In: Klinke R, Silbernagl S (Hrsg) Lehrbuch der 
Physiologie. Thieme, Stuttgart New York, S 451-453 
von Eckardstein S, Simoni M, Bergmann M, Weinbauer GF, Gassner P, Schepers 
AG, Nieschlag E (1999) Serum inhibin B in combination with serum follicle-
stimulating hormone (FSH) is a more sensitive marker than serum FSH alone for 
impaired spermatogenesis in men, but cannot predict the presence of sperm in 
testicular tissue samples. J Clin Endocrinol Metab 84: 2496-2501 
Weinbauer GF, Bartlett JMS, Fingscheidt U, Tsonis CG, de Kretser DM, Nieschlag 
E (1989) Evidence for a major role of inhibin in the feedback control of FSH in the 
male rat. J Reprod Fert 85: 355-362 
  129 
Weinbauer G F, Nieschlag E (1996) Hormonal Regulation of Reproductive Organs 
In: Greger R, Windhorst U (Eds) Comprehensive Human Physiology. Springer, 
Berlin Heidelberg, Vol 2, S 2231-2249 
Weinbauer G F, Gromoll J, Simoni M, Nieschlag E (2000) Physiologie der 
Hodenfunktion. In: Nieschlag E, Behre H (Hrsg) Andrologie. Springer, 2. Aufl, S 
27-67 
Weiss EJ, Bray PF, Tayback M, Schulman SP, Kickler TS, Becker LC, Weiss JL, 
Gerstenblith G, Goldschmidt-Clermont PJ (1996) A polymorphism of a platelet 
glycoprotein receptor as an inherited risk factor for coronary thrombosis. N Engl J 
Med 334: 1090-1094 
Whitney EA, Layman LC, Chan PJ, Lee A, Peak DB, MCDonough PG (1995) The 
follicle-stimulating hormone receptor gene is polymorphic in premature ovarian 
failure and normal controls. Fertil Steril 64: 518-524 
WHO 1992 Laboratory manual for the examination of the human semen and semen-
cervical mucus interaction, 3rd ed. Cambridge: Cambridge University Press 
WHO Task Force on Diagnosis and Treatment of Infertility 1997: Towards more 
objectivity in diagnosis and management of male infertility. Int J Androl (Suppl 7) 
Woodruff TK, Borree J, Attie KM, Cox ET, Rice GC, Mather JP (1992) Stage-
specific binding of inhibin and activin to subpopulations of rat germ cells. 
Endocrinology 130: 871-881 
Yamaguchi MA, Mizunuma H, Miyamoto K, Hasegawa Y, Ibuki Y, Igarashi M 
(1991) Immunoreactive inhibin conentrations in adult men: presence of a circadian 
rhythm. J Clin Endocrinol Metab 72: 554-559 
Young J, Couzinet B, Chanson P, Brailly S, Loumaye E, Schaison G (2000) Effects 
of human recombinant luteinizing hormone and follicle-stimulating hormone in 
patients with acqired hypogonadotropic hypogonadism: Study of Sertoli and Leydig 
cell secretions and interactions. J Clin Endocrinol Metab 85: 3239-3244 
Zhang SB, Dattatreyamurty B, Reichert Jr LE (1991) Differential roles of high and 
low affinity guanosine 5 -´triphosphate binding sites in the regulation of follicle-
stimulating hormone binding to receptor and signal transduction in bovine calf testis 
membranes. Endocrinology 128: 295-302 
 
  130 
6. Danksagung 
 
Für die Vergabe des Themas, die Bereitstellung aller erforderlichen Materialien und 
dem Interesse an der Fertigstellung dieser Arbeit danke ich Herrn Prof. Dr. med. E. 
Nieschlag. 
 
Bei Frau Prof. Dr. med. M. Simoni bedanke ich mich für die immer gewährte 
Unterstützung von Beginn bis zum Abschluß der Arbeit. Ihre fachliche Betreuung war 
mir stets eine wertvolle Hilfe bei der Durchsicht der Literatur und Besprechung der 
Inhalte dieser Arbeit. 
 
Ebenso gilt mein Dank den übrigen Mitarbeitern des Instituts, die mit zum Gelingen der 
Arbeit beigetragen haben. Hier seien die Mitarbeiterinnen des Hormonlabors genannt, 
denen für die zuverlässigen Routinehormonbestimmungen gedankt sei. 
Ein besonderer Dank gebührt Frau N. Terwort für die lehrreiche Einarbeitung im 
Hormonlabor und Herrn PD Dr. A. Kamischke für seine Einführung in die Geheimnisse 
der Statistiksoftware. 
 
Ich habe die Arbeit im Institut sowie die Zusammenarbeit mit den Mitarbeitern als sehr 
angenehm und förderlich erlebt. Ich hoffe, hier gewonnene Erkenntnisse auch künftig 
nutzbringend einsetzen zu können. 
  131 
7. Lebenslauf 
Name:
     Daniel Stähle 
Anschrift:   Möserweg 7 
 48149 Münster 
Geboren am:    28.11.1972  in: Lünen 
Staatsangehörigkeit:   deutsch 
Familienstand:   ledig 
 
Schulausbildung:  
8/79 – 6/83 August-Hermann-Francke-Schule Waltrop 
8/83 – 6/92 Theodor-Heuss-Gymnasium Waltrop, 
Allgemeine Hochschulreife 
 
Zivildienst: 
7/92 – 9/93  Evangelisches Krankenhaus Castrop-Rauxel 
 
Studium: 
10/93 – 5/00 Studium der Humanmedizin an der Westfälischen Wilhelms-
Universität Münster 
 
Famulaturen: 
3/96     Chirurgische Klinik, Raphaels Klinik, Münster 
10/96 Medizinische Abteilung IV, Nephrologie, Franziskus Hospital,  
Münster 
7/97     Neurochirurgische Klinik, Clemens Hospital, Münster 
9/97  Internistische Gemeinschaftspraxis Prof. Dr. med. U. Graefe / 
Priv. Doz. Dr. Dr. med. K. Langer, Nephrologen, Münster 
7/98     Vestische Kinderklinik, Datteln 
 
Praktisches Jahr: 
4/99 – 8/99    1. Tertial, Wahlfach, Herz-, Thorax- und Gefäßchirurgie 
Texas Heart Institute, Houston, Texas, USA, Direktor: Denton 
A. Cooley 
8/99 – 11/99    2. Tertial Innere Medizin 
Universitätsspital Zürich, Medizinische Poliklinik, Direktor: 
Prof. Dr. med. W. Vetter 
11/99 – 3/00    3. Tertial Chirurgie 
Universitätsklinik Münster, Klinik für Allgemeine Chirurgie, 
Direktor: Prof. Dr. med. N. Senninger 
AiP:
 
08/00 – 01/02 Universitätsklinik Münster, Klinik für Allgemeine Chirurgie, 
Direktor: Prof. Dr. med. N. Senninger 
Assistenzarzt:
 
02/02 – 11/03 Universitätsklinik Münster, Klinik für Allgemeine Chirurgie, 
Direktor: Prof. Dr. med. N. Senninger 
 
ab 01/04 Kantonsspital Baden, Schweiz, Departement für Chirurgie, CA 
PD Dr. med. Th. Kocher 
